




AUS DEM LEHRSTUHL  
FÜR INNERE MEDIZIN II DER FAKULTÄT FÜR MEDIZIN 
DER UNIVERSITÄT REGENSBURG 







MITOCHONDRIALE ADAPTATIONEN IN DER  
PROGRESSIVEN HERZINSUFFIZIENZ UND  






Inaugural – Dissertation 





Fakultät für Medizin 









































































AUS DEM LEHRSTUHL  
FÜR INNERE MEDIZIN II DER FAKULTÄT FÜR MEDIZIN 
DER UNIVERSITÄT REGENSBURG 







MITOCHONDRIALE ADAPTATIONEN IN DER  
PROGRESSIVEN HERZINSUFFIZIENZ UND  






Inaugural – Dissertation 




Fakultät für Medizin 


























































Dekan:         Prof. Dr. Dr. Torsten E. Reichert 
 
1. Berichterstatter:        PD Dr. Christoph Birner 
 
2. Berichterstatter:        Prof. Dr. Frank Schweda 
 




Inhaltsverzeichnis .............................................................................................. IV 
Abkürzungsverzeichnis ..................................................................................... VI 
Tabellenverzeichnis .......................................................................................... VII 
Abbildungsverzeichnis ..................................................................................... VIII 
1 Einleitung ................................................................................................. 10 
1.1 Herzinsuffizienz ........................................................................... 10 
1.2 Pharmakologische Therapie der Herzinsuffizienz ....................... 11 
1.3 Pharmakologisches Prinzip der kombinierten                           
RAS-/NEP-Inhibition .................................................................... 12 
1.4 Rolle des Energiemetabolismus in der Herzinsuffizienz .............. 13 
1.5 Proteomanalyse .......................................................................... 15 
1.6 Offene Fragen und Zielsetzung der Arbeit .................................. 17 
2 Material und Methoden ............................................................................ 18 
2.1 Material ....................................................................................... 18 
2.2 Methoden .................................................................................... 21 
2.2.1 Modell der Tachykardie-induzierten Herzinsuffizienz im 
Kaninchen ....................................................................... 21 
2.2.2 Mitochondrienisolation .................................................... 23 
2.2.3 Bestimmung des Proteingehalts ..................................... 24 
2.2.4 Ethanolfällung ................................................................. 25 
2.2.5 Kontrolle der Reinheit der Extraktion .............................. 25 
2.2.6 Proteom-Analyse ............................................................ 27 
2.2.7 Funktionelle Analysen..................................................... 28 
2.2.8 Elektronenmikroskopische Analyse ................................ 34 
3  Ergebnisse ............................................................................................... 35 
3.1 Mitochondrienisolation- Methodenoptimierung ............................ 35 
3.2 Proteom-Analyse ......................................................................... 37 
3.2.1 CTRL vs. ELVD .............................................................. 38 
3.2.2 CTRL vs. CHF ................................................................ 44 
3.2.3 EVLD vs. CHF ................................................................ 49 
3.2.4 CHF vs. CHF+VPI .......................................................... 54 
3.2.5 Zusammenfassung Proteom Analyse ............................. 60 
3.3 Elektronenmikroskopische Analysen ........................................... 61 
3.4 Funktionelle Analysen ................................................................. 65 
3.4.1 Citratsynthase-Aktivität ................................................... 65 
Inhaltsverzeichnis V 
 
3.4.2 Aktivität des Komplex I der mitochondrialen    
Atmungskette .................................................................. 66 
3.4.3 Aktivität des Komplex II der mitochondrialen   
Atmungskette .................................................................. 67 
3.4.4 Aktivität des Komplex IV der mitochondrialen 
Atmungskette .................................................................. 68 
3.4.5 Pyruvatdehydrogenase-Aktivität ..................................... 69 
3.4.6 CPT1A-Western Blot ...................................................... 70 
4 Diskussion ............................................................................................... 72 
4.1 Veränderungen des Proteoms in der Progression der 
Herzinsuffizienz ........................................................................... 72 
4.1.1 Veränderungen des Stoffwechsels ................................. 72 
4.1.2 Veränderungen in der mitochondrialen Atmungskette .... 76 
4.1.3 Veränderungen der Intermediärfilamente ....................... 77 
4.2 Veränderungen durch die Behandlung mit einem 
Vasopeptidaseinhibitor in der manifesten Herzinsuffizienz ......... 78 
4.2.1 Veränderungen des Stoffwechsels ................................. 78 
4.2.2 Veränderungen in der mitochondrialen Atmungskette .... 80 
4.2.3 Veränderungen der Intermediärfilamente ....................... 81 
4.3 Zusammenfassung der Ergebnisse und Ausblick ....................... 82 
Literatur ............................................................................................................ 85 
Eidesstattliche Erklärung .................................................................................. 95 
Lebenslauf/Vita .....................................................................................................  








ANP Atriales natriuretisches Peptid 
BNP B-Typ natriuretisches Peptid 
CHF Manifeste Herzinsuffizienz 
CNP C-Typ natriuretisches Peptid 
CTRL Kontrolle 
ELVD Frühe linksventrikuläre Dysfunktion 
NEP Neutrale Endopeptidase 
NYHA New York Heart Association 
RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 
ROS Reaktive Sauerstoffspezies 
SRM Selection Reaction Monitoring 
TBS Tris-buffered Saline 







Tabelle 1: Pufferzusammensetzung der Mitochondrienisolation ...................... 23 
Tabelle 2: Antikörper ........................................................................................ 26 
Tabelle 3: Sekundärantikörper ......................................................................... 27 
Tabelle 4: Pipettierschema Mastermix für Citratsynthase ................................ 29 
Tabelle 5: Mastermix PDH-Aktivitätsassay ....................................................... 30 
Tabelle 6: Pipettierschema Reaktionsmedium NADH-Dehydrogenase ............ 31 
Tabelle 7: Pipettierschema Reaktionsmedium Succinate-Dehydrogenase ...... 32 
Tabelle 8: Anzahl der signifikant unterschiedlich exprimierten Proteine. .......... 37 





Abbildung 1: Grafische Darstellung des Versuchablaufs .................................. 21 
Abbildung 2: Ablauf der Mitochondrienisolation................................................ 24 
Abbildung 3: Beispiel einer Standardeichkurve der Proteinbestimmung .......... 25 
Abbildung 4: Beispielkurve photometrische Bestimmung                             
Cytochrom-c-Oxidase-Aktivität ................................................................. 33 
Abbildung 5: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Mitochondrien, die 
nach unterschiedlichen Protokollen isoliert wurden ................................. 36 
Abbildung 6: Proteine der mitochondrialen Atmungskette,                      
Vergleich CTRL vs. ELVD ........................................................................ 38 
Abbildung 7: Stoffwechselproteine, Vergleich CTRL vs. ELVD ........................ 39 
Abbildung 8: Proteine der mit den Mitochondrien assoziierten 
Intermediärfilamente, Vergleich CTRL vs. ELVD ..................................... 40 
Abbildung 9: Proteine des Fettstoffwechsels, Vergleich CTRL vs. ELVD ......... 41 
Abbildung 10: Ribosomale Proteine, Vergleich CTRL vs. ELVD ...................... 42 
Abbildung 11: Transportproteine, Vergleich CTRL vs. ELVD ........................... 43 
Abbildung 12: Proteine der mitochondrialen Atmungskette,                    
Vergleich CTRL vs. CHF .......................................................................... 44 
Abbildung 13: Stoffwechselproteine, Vergleich CTRL vs. CHF ........................ 45 
Abbildung 14: Proteine der mit den Mitochondrien assoziierten 
Intermediärfilamenten, Vergleich CTRL vs. CHF ..................................... 46 
Abbildung 15: Proteine des Fettstoffwechsels, Vergleich CTRL vs. CHF ......... 47 
Abbildung 16: Ribosomale Proteine, Vergleich CTRL vs. CHF ........................ 48 
Abbildung 17: Transportproteine, Vergleich CTRL vs. CHF ............................. 48 
Abbildung 18: Proteine der mitochondrialen Atmungskette,                     
Vergleich ELVD vs. CHF .......................................................................... 49 
Abbildung 19: Stoffwechselproteine, Vergleich ELVD vs. CHF ........................ 50 
Abbildung 20: Proteine der mit den Mitochondrien assoziierten 
Intermediärfilamenten, Vergleich ELVD vs. CHF ..................................... 51 
Abbildung 21: Proteine des Fettstoffwechsels, Vergleich ELVD vs. CHF ......... 52 
Abbildung 22: Ribosomale Proteine, Vergleich ELVD vs. CHF ........................ 53 
Abbildung 23: Transportproteine, Vergleich ELVD vs. CHF ............................. 53 
Abbildung 24: Proteine der mitochondrialen Atmungskette,                      
Vergleich CHF vs. CHF+VPI .................................................................... 54 
Abbildung 25: Stoffwechselproteine, Vergleich CHF vs. CHF+VPI .................. 55 
Abbildung 26: Proteine der mit den Mitochondrien assoziierten 
Intermediärfilamenten, Vergleich CHF vs. CHF+VPI ............................... 56 
Abbildung 27: Proteine des Fettstoffwechsels, Vergleich CHF vs. CHF+VPI ... 57 
Abbildungsverzeichnis IX 
 
Abbildung 28: Ribosomale Proteine, Vergleich CHF vs. CHF+VPI .................. 58 
Abbildung 29: Transportproteine, Vergleich CHF vs. CHF+VPI ....................... 59 
Abbildung 30: Herzmuskelgewebe mit normalen Mitochondrien. ..................... 61 
Abbildung 31: Myelin-artige Strukturen (Pfeile), CHF. ...................................... 61 
Abbildung 32: Myelin-artige Strukturen (Pfeile), CHF+VPI. .............................. 62 
Abbildung 33: Parakristalline Strukturen (Pfeile), CHF ..................................... 62 
Abbildung 34: Parakristalline Strukturen (Pfeile), CHF+VPI ............................. 63 
Abbildung 35: Lipidinklusionen, CHF ................................................................ 63 
Abbildung 36: Lipidinklusionen (Pfeile), CHF+VPI. .......................................... 64 
Abbildung 37: Citratsynthase-Aktivität .............................................................. 65 
Abbildung 38: NADH-Dehydrogenase-Aktivität ................................................ 66 
Abbildung 39: Succinat-Dehydrogenase-Aktivität ............................................. 67 
Abbildung 40: Cytochrom-c-Oxidase-Aktivität .................................................. 68 
Abbildung 41: Pyruvat-Dehydrogenase-Aktivität .............................................. 69 
Abbildung 42: CPT1A- Auswertung Western Blot ............................................ 70 
Abbildung 43: Western Blot Banden CPT1A .................................................... 70 












Die Definition der Herzinsuffizienz beinhaltet eine funktionelle oder strukturelle 
Abnormalität des Herzens, welche zu einer Unfähigkeit des Herzens führt, aus-
reichend Sauerstoff gemäß der Erfordernisse des metabolisierenden Gewebes 
zur Verfügung zu stellen, trotz eines normalen Füllungsdruckes (1,2). Somit ist 
das Herz nicht mehr in der Lage, die Auswurfleistung an die Bedürfnisse des 
Organismus anzupassen.  
Der Verlauf der Herzinsuffizienz ist progredient und mündet in einer Dilatation 
des linken Ventrikels gepaart mit einer Erhöhung der Wandspannung. Anfangs 
führt die Dilatation gemäß dem Frank-Starling-Mechanismus noch zu einer Stei-
gerung der Kontraktilität, bei progredienter Dilatation sinkt jedoch die Aus-
wurffraktion. Man unterscheidet die systolische Herzinsuffizienz, bei welcher eine 
verminderte Kontraktilität und daraus resultierend eine ungenügende Pumpleis-
tung Ausdruck der Herzinsuffizienz ist (sog. HFrEF) von der diastolischen Herz-
insuffizienz, welche sich durch eine erschwerte Füllung des Herzens äußert (sog. 
HFpEF). Die Leitlinien der European Society of Cardiology (ESC) 2016 definieren 
die Herzinsuffizienz als ein komplexes Syndrom, bestehend aus typischen Symp-
tomen (Dyspnoe, Orthopnoe, Nykturie) und typischen Untersuchungsbefunden 
(Ödeme, Tachypnoe, pulmonale Rasselgeräusche) als Konsequenz einer funkti-
onellen oder strukturellen Störung (3).  
Als Folge der Herzinsuffizienz kann zum einen ein sogenanntes Vorwärtsversa-
gen entstehen, bestehend aus einer Minderperfusion der Organe, welches sich 
durch Leistungsschwäche, Schwindel und Organbeteiligungen bis –ausfällen äu-
ßert. Zum anderen kann ein Rückwärtsversagen durch eine pulmonale Druck-
steigerung mit nachfolgender Lungenstauung entstehen, als auch ein venöser 
Rückstau im systemischen Kreislauf, welcher sich vor allem durch periphere 
Ödeme bemerkbar macht. 
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1.2 Pharmakologische Therapie der Herzinsuffizienz 
Die Herzinsuffizienz gehört mit einem Lebenszeitrisiko von 20% (4) zu den be-
deutenden Gesundheitsproblemen vor allem der westlichen Nationen. Schon 
jetzt werden 32 Milliarden Dollar pro Jahr für die Behandlung der Herzinsuffizienz 
in den Vereinigten Staaten nach Schätzungen der American Heart Association 
(AHA) benötigt (5). Steigende Inzidenzen (Jahr 2000: 296/100000, Jahr 2007: 
390/1000000) (6), hohe Prävalenzen der symptomatischen Herzinsuffizienz von 
8,3% in der deutschen Bevölkerung über 45 Jahren (7) und eine immer noch sehr 
hohe 4 Jahresmortalität von 61,4% (6), welche vergleichbar mit vielen malignen 
Erkrankungen ist (8), verdeutlichen den Bedarf an neuen pharmakologischen 
Therapiemodalitäten.  
Die aktuelle leitliniengerechte Therapie der Herzinsuffizienz zielt auf eine Hem-
mung der im Verlauf der Erkrankung maladaptiven neurohumeralen Antwort ab: 
ACE-Inhibitoren und AT1-Antagonisten sorgen durch die Hemmung des Angio-
tensin-Converting-Enzyms oder der direkten Blockade des Angiotensin-2-Typ-1-
Rezeptors für eine verminderte Vasokonstriktion durch Angiotensin II und eine 
Abnahme des pathologischen Remodelings, haben ihren Angriffspunkt somit am 
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS). Beta-Blocker, als Antagonisten 
des sympathischen Nervensystems, wirken der pathologischen Downregulation 
von β1-Rezeptoren entgegen und erhalten damit die Ansprechbarkeit auf kate-
cholaminerge Reize. 
Trotz erwiesenermaßen positiver Effekte dieser Medikamente auf Morbidität und 
Mortalität der betroffenen Patienten, bleibt die Mortalität der Erkrankung weiterhin 
inakzeptabel hoch, weswegen das Interesse an neuen Targets der pharmakolo-
gischen Therapie in der progressiven Herzinsuffizienz unverändert ist: zum einen 
rücken kombinierte neurohumerale Pharmakotherapien wie die duale RAAS-
/NEP-Inhibition in den Vordergrund, welche im nächsten Abschnitt ausführlich 
vorgestellt werden und Teil dieser Arbeit sind, zum anderen werden metabolische 
Enzyme als pharmakologische Targets diskutiert, die hier am Rande erwähnt 
werden sollten: zum einen die Inhibition der Carnitin-Palmoyltransferase (CPT-
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1), welche in ersten experimentellen Studien zu einer Verbesserung der links-
ventrikulären Ejektionsfraktion führten (9), indem sie die Aktivität der Pyruvatde-
hydrogenase steigern (10), welche für die Regulation des Glucosestoffwechsels 
maßgeblich ist. Eine weitere Möglichkeit eines neuen Targets ist Ranolazin, wel-
ches neben der Inhibition des späten Natriumstroms auch eine Inhibition der β-
Oxidation bedingt, der unter therapeutischen Konzentrationen ebenfalls die Akti-
vität der Pyruvatdehydrogenase erhöht (11–13) und damit die Glucoseoxidation 
stimuliert (11). 
Angriffspunkte der pharmakologischen Herzinsuffizienztherapie im Bereich des 
Fettstoffwechsels können Hemmer der β-Oxidation, CPT-1-Inhibitoren und 
PPAR-γ-Agonisten sein (13). Zusätzlich könnten auch Antioxidantien wirksam 
sein, welche ihren Angriffspunkt direkt an den Mitochondrien haben, wie MitoQ, 
das in experimentellen Tierstudien zum einen die LV-Funktion verbesserte (14), 
zum anderen die LV-Hypertrophie verhinderte (15). Auch SS-31, ein Antioxidans, 
verminderte in einem Mausmodell das kardiale Remodeling in der Herzinsuffizi-
enz (vor allem Hypertrophie und Fibrose) und die diastolische Dysfunktion (16).  
1.3 Pharmakologisches Prinzip der kombinierten RAS-
/NEP-Inhibition 
Die kombinierten RAS-/NEP-Inhibition, wie sie z.B. bei der Medikamentenklasse 
der Vasopeptidase-Inhibitoren zur Anwendung kommt, setzt zwei pharmakologi-
sche Mechanismen in Gang: 
Zum einen sorgt sie für eine Hemmung des Angiotension-Converting-Enzyms 
(ACE). Dies führt zu einer verminderten Bildung von Angiotensin II und einem 
gehemmten Bradykininabbau (17). 
Zum anderen verursacht sie die Hemmung der neutralen Endopeptidase (NEP), 
eine zinkabhängige membrangebundene Metalloprotease, welche endogene 
Peptide am Aminoterminus von hydrophoben Peptiden abspaltet (18). Lokalisiert 
ist die NEP vor allem an Endothelzellen der Niere, aber auch in der Lunge, dem 
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Herzen, dem Magen, im Gehirn und in den peripheren Gefäßen (19). Sie kataly-
siert unter anderem die Spaltung der natriuretischen Peptide (ANP, BNP, CNP), 
Substanz P und Bradykinin (17). Durch die Hemmung der NEP erfolgt ein Anstieg 
der protektiven natriuretischen Peptide (17,20,21). 
Somit konnte die duale RAAS-/NEP-Inhibition im Tiermodell eine Vasodilatation 
(21), eine verbesserte renale Funktion durch den Anstieg der natriuretischen 
Peptide (21,22), eine effektive Blutdrucksenkung (21,23,24), eine verminderte 
Apoptoserate von Kardiomyozyten (25) und einen positiven Effekt auf die Ausbil-
dung einer linksventrikulären Hypertrophie (21,24,25) und einer Fibrose des 
Herzmuskelgewebes (21,25) aufweisen.  
In klinischen Studien verbessert die Behandlung mit einem Vasopeptidasinhibitor 
die NYHA-Klasse stärker als eine alleinige ACE-Inhibition. Unter der Behandlung 
mit Omapatrilat ist das Auftreten kardiovaskulärer unerwünschter Ereignisse ver-
mindert (26). Das pharmakologische Prinzip der Vasopeptidase-Inhibition redu-
ziert das Risiko für kardiovaskulär bedingte Todesfälle (27,28) oder Kranken-
hausaufenthalte (27,28) und sorgt für eine Verminderung der Symptome und der 
körperlichen Einschränkungen der Herzinsuffizienz (28). Aufgrund gehäuft auf-
tretender Angioödeme gelangte diese Substanzklasse trotz der erwiesenen po-
sitiven Effekte nicht zur klinischen Anwendung. Demgegenüber konnte eine Wei-
terentwicklung dieses pharmakologischen Prinzips zu den sog. ARNIs (Angioten-
sinrezeptor-/Neprilysin-Inhibitoren) erst kürzlich außerordentlich vorteilhafte klini-
sche Effekte nachweisen (28), weswegen diese Substanzklasse auch Eingang in 
die aktuell gültigen Leitlinien zur Herzinsuffizienz-Therapie gefunden hat. 
1.4 Rolle des Energiemetabolismus in der 
Herzinsuffizienz 
Der Mangel an Energieträgern spielt in der Herzinsuffizienz eine große Rolle. Bei 
einer durchschnittlichen Herzfrequenz von 70/min schlägt das Herz ca. 100.000 
mal am Tag und verbraucht für diese Leistung 6 kg ATP (29). In der Herzinsuffi-
zienz finden sich erhebliche Veränderungen im Energiemetabolismus:  
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Die Substratversorgung des Herzen und die Bereitstellung von Metaboliten für 
die oxidative Phosphorylierung erfolgt im Herzen über die Glykolyse und die Oxi-
dation von Fettsäuren, welche ihre Intermediärmetaboliten in den Citratzyklus 
einschleusen. Die Oxidation von Fettsäuren, die primäre Energiequelle des ge-
sunden, kardialen Gewebes, wird in der frühen Herzinsuffizienz gering gesteigert 
(29), in der manifesten Herzinsuffizienz ist jedoch eine Erniedrigung der Enzyme 
festzustellen (29–33). Diese Reduktion der Enzyme in der Herzinsuffizienz 
könnte einen Shift in den fetalen Phänotyp des Energiemetabolismus darstellen 
(30,32). Die Verbindung von Citratzyklus und Glykolyse durch den Pyruvatdehyd-
rogenase-Komplex ist in der manifesten Herzinsuffizienz vermindert (31,34). 
Nicht nur in der Substratnutzung, sondern auch in der Energiegewinnung durch 
die oxidative Phosphorylierung im Mitochondrium, welche den Hauptanteil der 
Energiegewinnung mit mehr als 95% ausmacht (35), ergeben sich in der Herzin-
suffizienz bedeutende Veränderungen. Die Aktivität des Komplex I der mito-
chondrialen Atmungskette, der NADH-Dehydrogenase, ist deutlich herabgesetzt 
(31,36). Der Komplex III, die Cytochrom-c-Reduktase, ist vermindert (31,36,37) 
und die Aktivität des Komplex V, die ATP-Synthase, ist in der manifesten Herzin-
suffizienz ebenfalls deutlich reduziert (31,37,38). Diese Reduktion wird zum ei-
nen durch eine Antwort des Myozyten auf Stress oder die kardiale Hypertrophie 
mit einem verminderten Sauerstoffbedarf erklärt (31). Zum anderen sorgen reak-
tive Sauerstoffspezies (ROS) für einen Defekt in der mitochondrialen DNA, wel-
che für die Reduktion der Aktivität der oxidativen Phosphorylierung im Mitochond-
rium verantwortlich gemacht wird (36).  
Es zeigt sich, dass die Mitochondrien der Kardiomyozyten eine zentrale Rolle im 
Energiemetabolismus spielen, Nickel et al. bezeichnet sie als „gatekeepers of life 
and death“ (9), da sie nicht nur essentiell für die Zelle durch die Bereitstellung 
von freiem ATP, sondern auch die Hauptquelle für die Bildung reaktiver Sauer-
stoffspezies ist und somit für Apoptose und Nekrose der Kardiomyozyten verant-
wortlich sind.  
Diese Veränderungen im Energiemetabolismus spiegeln sich auch ultrastruktu-
rell in den Mitochondrien wider: in der manifesten Herzinsuffizienz finden sich 
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strukturelle Auffälligkeiten der kardialen Mitochondrien (29,36), eine erhöhte An-
zahl an Mitochondrien sowie eine Zunahme der Größe (36).  
Insgesamt lässt sich die kardiale Energetik in der progressiven Herzinsuffizienz 
mit einer Assoziation zur kardialen Hypertrophie (9), zu einem Zellverlust 
(Apoptose/Nekrose) (9,29,39,40) und zu oxidativem Stress der Zelle (9,41–44) 
beschreiben. 
1.5 Proteomanalyse 
Die Proteomanalyse umfasst die Erfassung der Gesamtheit aller Proteine einer 
Zelle bezüglich Form, Funktion und Interaktionen, welche im Gegensatz zum Ge-
nom, das für jede Zelle das identische Erbgut besitzt, einer großen Flexibilität 
unterworfen ist. Nahezu alle Prozesse in unserem Organismus beruhen auf der 
Wirkung und dem Zusammenspiel von Proteinen. Die große Bedeutung der Pro-
teine und des Proteoms liegt in ihrem vielfältigen Aufgabenbereich: z.B. die Stoff-
wechselproteine, welche für den ständigen Auf- und Abbau aller benötigten oder 
auch anfallenden Stoffe verantwortlich sind und dadurch für die Energiebereit-
stellung im Organismus sorgen. Kleine Störungen in diesem komplexen Zusam-
menspiel können der Ursprung für die Entstehung von Krankheiten sein. So lie-
fert die Zusammensetzung des Proteoms wichtige Information über den Zustand 
der Zelle bzw. des Gewebes. 
Die Proteomik verfolgte bisher zwei grundlegende Strategien: zum einen die gel-
basierte Analyse durch zweidimensionale Gelelektrophoresen mit anschließen-
der Identifizierung durch massenspektrometrische Verfahren, auf die hier im De-
tail nicht eingegangen werden soll und zum anderen die Auftrennung durch chro-
matografische Verfahren mit massenspektrometischer Identifizierung.  
Die zwei gängigen Analysemethoden in der Proteomik sind die Shotgun-Proteo-
mik und das Selection Reaction Monitoring (SRM). Bei der Shotgun-Proteomik 
erfolgt eine datenabhängige Erfassung der Proteine. Es werden die fragmentier-
ten Ionenspektra für bestimmte Precursor-Ionen detektiert und die korrespondie-
renden Proteine in einer Datenbank-gestützten Suche erfasst. Diese Methode ist 
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die Methode der Wahl für die Entdeckung einer maximalen Anzahl von Proteinen, 
wobei nur eine sehr limitierte Möglichkeit der Quantifizierung vorhanden ist. Im 
Gegensatz dazu werden beim Selection Reaction Monitoring eine geringe Anzahl 
von Proteinen detektiert, aber es ist eine optimale Quantifizierung möglich, limi-
tiert ist dies durch die Analysegeschwindigkeit auf ca. 100 Proteine pro Lauf (45). 
Das Ziel der Proteomik sollte es aber sein, sowohl eine Identifizierung als auch 
eine Quantifizierung aller Proteine zu ermöglichen. Dies erfüllt die datenunab-
hängige SWATH-Analyse mit einer gleichzeitigen Identifizierung und Quantifizie-
rung von detektierbaren Peptiden in einer komplexen Probe (46). Die SWATH-
Analyse verknüpft somit den hohen Durchsatz der Shotgun-Proteomik mit der 
hohen Reproduzierbarkeit der SRM (47). 
Bei der SWATH-Analyse wird das Quadrupole-Massenspektrometer verwendet 
und der Analysebereich (400-1000 Da) in 25 Da Isolationsfenster untergliedert. 
Die transmittierten Ionen werden alle fragmentiert und die resultierenden Frag-
mente in dem Time-of-flight Analyzer hochauflösend detektiert. Pro Isolations-
fenster benötigt der Scan 100 ms, sodass innerhalb von 2,5 Sekunden der ge-
samte Analysebereich erfasst werden kann. Durch sequentielle Scans unter 
Hochauflösung werden Ionenspektra jedes Peptids in der Probe akquiriert. Auf-
grund der hohen Auflösung können nach der Erfassung qualitativ hochwertige 
Ionenchromatogramme erstellt werden (48). Der große Vorteil der SWATH-Ana-
lyse besteht darin, dass mehrere Hypothesen getestet werden können, ohne er-
neute experimentelle Messungen durchführen zu müssen, aufgrund der Tatsa-
che, dass alle detektierbaren Ionen analytisch erfasst werden (46) und eine kom-
plette zweidimensionale Aufnahme aller Fragmentionen-Signale einer Probe er-
stellt wird (47). Die Identifizierung der Proteine erfolgt durch die relative Fragmen-
tionen-Intensität, die Isotopenpeaks der Peptide Precursor und der spezifischen 
Retentionszeit der Proteine (46). Die Herausforderung der SWATH-Analyse be-
steht in der Verfügbarkeit von Proteom-umfassenden Spektralbibliotheken, ohne 
die eine Identifizierung unmöglich ist (49). 
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1.6 Offene Fragen und Zielsetzung der Arbeit 
Trotz der zunehmend erkannten, zentralen Rolle energetischer Prozesse in 
der Herzinsuffizienz sind die mitochondrialen Adaptationen noch immer un-
zureichend charakterisiert. Weiterhin ist unklar, inwiefern die kombinierte In-
hibition des Renin-Angiotensin-Systems und der neutralen Endopeptidase 
Veränderungen in mitochondrialen Stoffwechselwegen bedingt. Es sind daher 
die Ziele dieser Arbeit 
• Veränderungen des mitochondrialen Proteoms und die ultrastrukturellen 
Auffälligkeiten der Mitochondrien in der Progression der experimentellen 
Tachykardie-induzierten Herzinsuffizienz zu charakterisieren 
• Es soll die Hypothese überprüft werden, dass eine kombinierte Hemmung 
des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems und der neutralen Endopep-
tidase sich positiv auf den kardialen Energiemetabolismus in der experi-
mentellen Herzinsuffizienz auswirkt 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
Versuchstiere: 




- Anti-GAPDH antibody (ab8245), Abcam, Cambridge, England 
- Anti-beta Actin antibody (ab8226), Abcam, Cambridge, England 
- Anti-VDAC2 antibody (ab37985), Abcam, Cambridge, England 
- Anti-Cytochrome C antibody (ab13575), Abcam, Cambridge, England 
- Anti-TOMM70A antibody (ab89624), Abcam, Cambridge, England 
- Anti-VDAC1 antibody (sc 32063), Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA 
- Anti-CPT1A antibody (PA5-29995), Thermo Scientific, Waltham, USA 
• Sekundärantikörper: 
- Dnk pAb to Ms IgG Dylight 650 (ab98797), Abcam, Cambridge, England 
- Dkn pAb to Ms IgG Dylight 550 (ab98795), Abcam, Cambridge, England 
- Dnk pAb to Goat IgG Dylight 650 (ab96938), Abcam, Cambridge, England 
• Standard:  
- Precision Plus Protein Western C Standards, BioRad (#161-0376), Her-
cules, USA 
- PeqLab Proteinmarker IV, PeqLab (27-2110), PEQLAB Biotechnologie 
GmbH, Erlangen, Deutschland 
• TBS (A5001,1000), Appli Chem GmBH, Darmstadt, Germany 
• SDS (L6026), Sigma Aldrich, St.Louis, USA 
• Laemmli Sample Buffer, BioRad (#161-0737), Hercules, USA 
• Tween 20, Art.9127.1, Carl Roth GmBH&Co Kg, Karlsruhe, Deutschland 
• Sucrose (S7903), Sigma Aldrich, St. Louis, USA 
• HEPES sodium salt (H3784), Sigma Aldrich, St. Louis, USA 
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• EDTA (E5134), Sigma Aldrich, St. Louis, USA 
• Trypsin (T9201), Sigma Aldrich, St. Louis, USA 
• Trypsininhibitor (T9128), Sigma Aldrich, St. Louis, USA 
• Acetyl CoA (A2181), Sigma Aldrich, St. Louis, USA 
• DTNB (D8130), Sigma Aldrich, St. Louis, USA 
• Triton X100 (T9284), Sigma Aldrich, St. Louis, USA 
• Oxalacetate acid (O4126), Sigma Aldrich, St. Louis, USA 
• Citrate Synthase from porcine heart (C3260), Sigma Aldrich, St. Louis, USA 
• Karnovsky-Fixativ, EM-Labor Uni Regensburg 
• 2D Quant Kit, GE Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire, England 
 
Geräte: 
• ChemiDoc MP Imaging System, BioRad, Hercules, USA 
• TransBlot Turbo Transfer System, BioRad, Hercules, USA 
• Zentrifuge “Centrifuge R”, Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
• Thermomixer comfort compact, Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
• Schüttler „Reax top“, Heidolph, Schwabach, Deutschland 
• Horizontalschüttler GFL 3005, GFL, Burgwedel, Deutschland 
• Electrophoresis Power Supply-EPS 601, GE Healthcare Life Sciences, Buck-
inghamshire, England 
• Mini Protean 3 Cell, BioRad, Hercules, USA 
• Multipette plus 4780, Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
• Pipetus akku, Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt, Deutschland 
• Pipette Gilson 2,10,20,100,200,1000µl, Gilson, Middleton, USA 
• Infinite M200 pro, Tecan, Maennedorf, Schweiz 
• Nano Drop 2000c, Thermo Scientific, Waltham, USA 
• Triple TOF 5600+, ABSciex, Darmstadt, Deutschland 
• nano-HPLC “ultimate 3000”, Dionex, Sunnyvale, USA 
• Stereomikroskop Wild M3Z, Leica, Wetzlar, Deutschland 
• LYNX-Einbettautomat, Leica, Wien, Österreich 
• LEO 912AB Transmissionselektronenmikroskop, Zeiss, Oberkochen, 
Deutschland 
• 2k*2k CCD-Kamera 
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Verbrauchsmaterialien: 
• Serologische Pipetten 2, 5, 10, 25ml; Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
• Falcon 15, 50ml; Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
• Combitips advanced 5ml, Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
• Microtest Plate 96-well, Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
• UV-Küvette mikro 70µl, Plastibrand, Brand GmBH &Co KG, Wertheim, 
Deutschland 
• Einmalskalpelle, Feather, Osaka, Japan 
• Pipettenspitzen „Premium Tips“ 10, 20, 100, 200, 1000µl; Biozym, Hessisch 
Oldendorf, Deutschland 
• Pipettenspitzen „Safeseal SurPhob“ 10, 1000µl; Biozym, Hessisch Oldendorf, 
Deutschland 
• Reaktionsgefäße „Safelock“ 0,5ml, 1,5ml, 2ml, Eppendorf, Hamburg, 
Deutschland 
• Reaktionsröhrchen 5ml, Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
• Mini PROTEAN TGX, stainfree gel, BioRad (#456-8125), Hercules, USA 




• Image Lab Software für ChemiDoc MP 
• Nano Drop 2000 
• I-control 1.10 
• Analyst 1.6TF 
• ProteinPilot 4.5 
• PeakView 1.2 
• MarkerView 1.2 
• OSIS-Software iTEM 
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2.2 Methoden 
2.2.1 Modell der Tachykardie-induzierten Herzinsuffizienz im 
Kaninchen 
Für das Kaninchenmodell der Tachykardie-induzierten Herzinsuffizienz wurden 
Kaninchen der Rasse Chinchilla Bastard eingesetzt. Fünfzehn Kaninchen erhiel-
ten einen programmierbaren Herzschrittmacher der Firma Medtronic (Medtronic 
Minix 8340, Minneapolis, MN). Der Herzschrittmacher wurde unter Anästhesie 
mit Ketamin 60 mg/kg KG und Xylazine 5 mg/kg i.m. implantiert. Hierzu wurde 
die rechte innere Jugularvene mit einem einlumigen zentralen Venenkatheter 
(Braun, Deutschland) kanüliert und der Katheter unter fluoroskopischer Kontrolle 
in den rechten Ventrikel vorgebracht. Über den zentralen Venenkatheter wurde 
die Schrittmachersonde der Größe 2 French in den Apex des rechten Ventrikels 
 Abbildung 1: Grafische Darstellung des Versuchablaufs, VPI=Vasopeptidaseinhibition, 
ELVD=frühe linksventrikuläre Dysfunktion 
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vorgeschoben und endokardial verankert. Das Schrittmacheraggregat wurde 
subkutan im rechten Abdomen der Kaninchen eingesetzt und mit der Schrittma-
chersonde durch eine Hautuntertunnelung verbunden. 
Nach einer Erholungsphase von 10 Tagen wurde der Herzschrittmacher bei einer 
Frequenz von 330 Schlägen/min gestartet und nach einem Intervall von 10 Tagen 
auf eine Frequenz von 360 Schlägen/min erhöht. Aufgrund ausgeprägt hypotoner 
Effekte des zu überprüfenden Medikamentes wurde die Stimulationsfrequenz 
nicht, wie bei diesem Modell üblich, auf 380/min gesteigert, sondern bei 360/min 
belassen. Sechs Kaninchen erhielten eine pharmakologische Therapie mit 
Omapatrilat bei einer Tagesdosis von 50 mg/kg KG ab Beginn der Herzschritt-
macherstimulation. Die Medikamentenaufnahme erfolgte durch die tägliche 
Trinkwassermenge. 
Nach 30 Tagen wurden die Kaninchen euthanasiert und die Herzen entnommen. 
Das Gewebe des linken Ventrikels wurde sofort nach der Entnahme in flüssigem 
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2.2.2 Mitochondrienisolation 
Für die Isolation der Mitochondrien wurde eine Modifikation des Verfahrens nach 
Schaeffer et al. durchgeführt (50). Das Gewebe des linken Ventrikels (ca. 200-
300 mg) wurde, gefroren auf Eis, in 3ml des Mitochondrienisolationsmediums 
(MIM) gewaschen und mit einem Einmalskalpell zerkleinert. Anschließend er-
folgte die Zugabe einer Trypsinlösung (0,45mg Trypsin T9201 (Sigma) in 3ml 
MIM) für exakt 10 Minuten für den Andau der Myofibrillen und eine bessere Aus-
beute der mitochondrialen Isolation. Nach 10 Minuten wurde der Enzymverdau 
durch die Trypsininhibitorlösung (1,95mg Trypsininhibitor T9128 (Sigma) in 3ml 
MIM+BSA) gestoppt. Der komplette Enzymverdau wurde auf Eis durchgeführt.  
Tabelle 1: Pufferzusammensetzung der Mitochondrienisolation 
MIM MIM+BSA 
300mM Succrose 300mM Succrose 
10mM Na-HEPES 10mM Na-HEPES 
0,2mM EDTA 0,2mM EDTA 
 1mg/ml BSA 
pH=7,4 pH=7,4 
 
Im Anschluss daran erfolgte die Abnahme des Überstandes der Probe und eine 
Überführung des Gewebes in einen Douncehomogenisator, in welchem die Ho-
mogenisierung auf Eis unter Zugabe von 2ml MIM+BSA stattfand. Das komplette 
Homogenisat wurde in ein Eppendorf Cup gegeben und in der Zentrifuge für 10 
Minuten bei 4°C und 600g zentrifugiert. Der Überstand wurde durch Pipettieren 
in ein neues Cup gegeben und dieses bei 4°C und 8000g für weitere 15 Minuten 
zentrifugiert. Das Pellet wurde auf Eis aufbewahrt. Nach dieser erneuten Zentri-
fugation erhielt man das mitochondriale Pellet, welches nach Abnahme des Über-
standes und einer Zugabe von 2ml MIM+BSA nochmals bei 4°C und 8000g für 
15 Minuten zentrifugiert wurde, um eine Aufreinigung der Mitochondrien zu erzie-
len. Das resultierende Pellet wurde in 100-150µl MIM (je nach Größe des mito-
chondrialen Pellets) resuspendiert und auf Eis gelagert. 
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Abbildung 2: Ablauf der Mitochondrienisolation 
2.2.3 Bestimmung des Proteingehalts 
Die Proteinbestimmung der Mitochondrienisolate erfolgte durch den kommerziell 
erhältlichen Kit „2D Quant“ von GE Healthcare Life Sciences. Der Kit beruht auf 
einer quantitativen Präzipitierung von Proteinen durch ein „Precipitant“ und ein 
„Coprecipitant“, während mögliche Kontaminationen gelöst in der Probe verblei-
ben.  
Die präzipitierenden Proteine wurden durch eine Zentrifugation bei Raumtempe-
ratur und 10.000g für 5 Minuten zentrifugiert und der Überstand vom erhaltenen 
Pellet abgenommen. Das Pellet wurde resuspendiert in einer alkalischen Lösung 
von Kupferionen, welche sich an das Peptidrückgrat sämtlicher Proteine binden. 
Danach erfolgte die Zugabe eines Farbreagenzes, das eine Bindung mit allen 
ungebundenen Kupferionen eingeht. Die Farbintensität korreliert invers mit der 
Proteinmenge in der Probe und kann mithilfe einer photometrischen Bestimmung 
bei 485nm gegen Luft gemessen werden. Die Proteinkonzentration konnte an-
hand einer Standardeichkurve mit Rinderserumalbumin abgelesen werden. 
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Abbildung 3: Beispiel einer Standardeichkurve der Proteinbestimmung 
2.2.4 Ethanolfällung 
Die nachfolgende SWATH-Analyse der Mitochondrienisolate macht eine Etha-
nolfällung erforderlich, da die Sucrose bei der Analyse ein Hindernis darstellt. 
Daher wurden 120µg des Mitochondrienisolates in absolutem Ethanol über Nacht 
bei -20°C präzipitiert, um eine Elimination der Sucrose zu ermöglichen, welche 
sich im Gegensatz zu den mitochondrialen Proteinen in dem absoluten Ethanol 
löst. Danach wurde die Probe bei 4°C und 13.000g für 10 Minuten zentrifugiert 
und der Überstand abgenommen. Das Pellet wurde in 70%igen Ethanol für einen 
Waschvorgang resuspendiert und nochmals bei 4°C und 13000g für 5 Minuten 
zentrifugiert, wobei dieser Vorgang zweimal wiederholt wurde. Das resultierende 
Pellet wurde an der Luft getrocknet und bei -20°C für die SWATH-Analyse auf-
bewahrt. 
2.2.5 Kontrolle der Reinheit der Extraktion 
Nach der Isolation der Mitochondrien erfolgte zur Kontrolle der Isolationsmethode 
exemplarische Reinheitskontrollen mithilfe von Western Blots und elektronenmik-
roskopischen Analysen. 
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Für die Western Blot Analyse wurden 25µg des Mitochondrienisolates in 10µl des 
MIM gelöst bzw. 10µl des jeweiliges Überstandes der Mitochondrienisolation ver-
wendet, jeder Probe wurden 10µl Laemmli Ladepuffer (versetzt mit β-Mercap-
toethanol) zugefügt und das Gemisch im Thermomixer für 5 Minuten bei 95°C 
erhitzt. Nach Abkühlung auf Eis und Befüllung der Gelkammer mit 1%SDS wur-
den die Standards (Peqlab Proteinmarker IV (5µl) und BioRad Protein Western 
C Standard (3µl)) und die Proben auf das Mini PROTEAN® TGX stainfree Gel 
geladen und die Kammer an den Electrophoresis Power Supply bei 100V und 
35mA angeschlossen. Danach wurde das Gel für 2,5 Minuten im BioRad Che-
miDoc mit UV-Licht aktiviert. Anschließend an die Aktivierung wurde das Gel mit 
einem Trans-Blot® Turbo™ Mini PVDF Transfer Pack im TransBlot Turbo Trans-
fer System geblottet bei 2,5A bis 25V für 3 Minuten. Die Kontrolle der Membran 
und des Gels erfolgte nach dem Blotten im BioRad ChemiDoc, bevor die Memb-
ran in 3% BSA in TBST für eine Stunde bei Raumtemperatur blockiert wurde. 
Die Blotmembran wurde nach der Blockierung mit BSA zweimal mit TBST für 10 
Minuten gewaschen. Nach dem Waschen wurde die Membran mit der Antikör-
perlösung über Nacht bei 4°C in 1,5% BSA in TBST inkubiert. Darauf folgend 
wurde die Membran dreimal mit TBST gewaschen, bevor die Inkubation mit dem 
Sekundärantikörper begonnen wurde. 
Tabelle 2: Antikörper 
Antikörper Verdünnung Funktion 
VDAC2 1:500 spannungsabhängiger Kanal in der äußeren Mi-
tochondrienmembran (30-32kDa) 
TOMM70 1:500 Translokase an der äußeren Mitochondrien-
membran (67kDa) 
Cytochrom c 1:1000 Komplex der Atmungskette, Sitz im Intermembr-
anraum an der inneren Mitochondrienmembran 
(12kDa) 
Β-Actin 1:2000 zytosolisches Protein (42kDa) 
IMMT 1:500 Translokase an der inneren Mitochondrien-
membran (kDa) 
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CPT1A 1:1000 Essentieller Schritt in der ß-Oxidation von Fett-
säuren 
 
Der Sekundärantikörper wurde in 1%BSA in TBST verdünnt und nach einer In-
kubationszeit von einer Stunde bei Raumtemperatur dreimal mit TBST und ein-
mal in TBS für jeweils 10 Minuten gewaschen, um einen Blot frei von Verunreini-
gungen und Rückständen für die Aufnahme im BioRad ChemiDoc zu erhalten. 
Tabelle 3: Sekundärantikörper 
Sekundärantikörper Verdünnung 
Dnk pAb to Ms IgG Dylight 650 1:20000 
Dnk pAb to Ms IgG Dylight 550 1:20000 
Dnk pAb to Goat IgG Dylight 650 1:20000 
 
2.2.6 Proteom-Analyse 
Die Proteom-Analyse wurde in Kooperation mit PD Dr. Reinders am Institut für 
funktionelle Genomik der Universität Regensburg durchgeführt.  
Die Vorbereitung der Proben für die Proteom-Analyse erfolgte mit dem Rapid 
ACN Protokoll (51). 
Hierfür wurden die Mitochondrienisolate zur Lyse mit Ammoniumbikarbonat ver-
setzt. Die Suspension wurde im FastPrep-24 homogenisiert und anschließend 
bei 4°C und 16000g für 5 Minuten zentrifugiert, welches insgesamt zweimal 
durchgeführt wurde. Der Überstand wurde jeweils in einem neuen Eppendorf Cup 
aufbewahrt. 
Anschließend an die Lyse der Proben wurde eine Proteinbestimmung durchge-
führt, nach welcher die Proben auf eine Konzentration von 2µg/µl verdünnt wur-
den. Zu jeder Probe (25µl) wurden 25µl Acetonitril hinzugefügt und das Gemisch 
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nach einer Mischung im Vortexer zentrifugiert. Nachfolgend wurden die Proben 
mithilfe von DTT und TCEP reduziert und die Cysteinreste der Proteine mit Io-
doacetamid alkyliert, wodurch die Enzyme inaktiviert wurden. Trypsin wurde in 
einem Verhältnis von Enzym zu Protein von 1:40 den Proben zugesetzt und über 
Nacht bei 37°C inkubiert. Nach einer Zentrifugation wurde die identische Menge 
Trypsin erneut dem Proteingemisch zugesetzt und es folgte wiederholt eine In-
kubation über Nacht bei 37°C.  
Das Proteingemisch wurde zentrifugiert und der Überstand abgenommen, das 
Pellet an der Luft getrocknet und resuspendiert in 50µl 5% Acetonitril/ 0,1% Hyd-
rocarbonsäure. Die Proteinsuspension wurde auf eine Filtereinheit aufgebracht 
und zentrifugiert. Zum Schluss wurde der Durchfluss des Filters aliquotiert und 
die darin enthaltenen Proteinfragmente bei -80°C aufbewahrt. 
Die Analyse wurde an einem „TripleTOF 5600+“, einem Quadruple-Time-of-flight-
Massenspektrometer in Verbindung mit einer nano HPLC (high performance li-
quid chromatography) „ultimate 3000“ durchgeführt. Steuersoftware für die Ana-
lyse war „Analyst 1.6TF“, die Auswertung erfolgte mit den Programmen "Protein-
Pilot 4.5", "PeakView 1.2" und "MarkerView 1.2". 
2.2.7 Funktionelle Analysen 
Bestimmung der Citratsynthase-Aktivität 
Die Bestimmung der Aktivität der Citratsynthase erfolgte nach dem Prinzip von 
Srere (52). Die bei der Reaktion von Oxalacetat mit Acetyl-CoA freiwerdenden 
Thiolgruppen reagieren stöchiometrisch mit DTNB und bilden das gelbliche TNB, 
welches photometrisch bei 412nm detektiert werden kann. Durch die Zugabe des 
Tensids Triton X100 werden alle mitochondrialen Membranen zerstört und man 
kann die gesamte Aktivität der Citratsynthase messen. Ohne Zusatz von Triton 
lässt sich lediglich die Aktivität der destruierten Mitochondrien detektieren. Daher 
eignet sich die Citratsynthase neben ihrer Eigenschaft als globaler Marker für die 
Abschätzung der oxidativen Kapazität der Mitochondrien auch als Marker für die 
Integrität der Mitochondrien.  
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Zu jedem Mastermix wurde eine 1:4 Verdünnung der Mitochondrienisolate in 
0,1M Tris HCl zugefügt und auf 30°C erwärmt. Pro Mitochondrienisolat wurde 
sowohl eine Probe mit Triton als auch ohne Triton vorbereitet. In jede Küvette 
wurden 25µl einer 10mM Oxalacetate acid Lösung vorgelegt, der Mastermix samt 
Probe nachgelegt und sofort gemischt. Im Anschluss an die Zugabe wurde die 
photometrische Messung bei 412nm über 200 Sekunden in Zeitintervallen von 
10 Sekunden gestartet. Als Kontrolle wurde Citrate Synthase des Schweineher-
zens verwendet (Sigma C3260). 
 
Tabelle 4: Pipettierschema Mastermix für Citratsynthase 
Substanz Menge pro Probe (+) Menge pro Probe (-) 
12,2mM Acetyl-CoA  12,5µl 12,5µl 
1mM DTNB 50µl 50µl 
Triton X100 10% 12,5µl 0 
Aqua destillatum 400µl 412,5µl 
 
Bestimmung der Aktivität der Pyruvat-Dehydrogenase 
Die Aktivität der Pyruvat-Dehydrogenase wurde mithilfe des PDH Assay Science 
cell gemessen. Die isolierten Mitochondrien wurden in Assay Puffer aufgenom-
men und mit 2µl 10% Dodecylmaltosid versetzt. In einer 96 well Platte wurden 
jeweils 10µl der Positivkontrolle, der Mitochondrienisolate und Assaypuffer vor-
gelegt und mit 90µl Mastermix vermischt. Die Messung wurde sofort bei 440nm 
gestartet über einen Zeitraum von 60 min bei einem Messintervall von 5 Minuten. 
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Tabelle 5: Mastermix PDH-Aktivitätsassay 
Reagenz Menge pro Probe 
Assaypuffer 22µl 
Developer solution 1x 10µl 
NAD 20µl 















Bestimmung der Aktivität der NADH-Dehydrogenase (Komplex I) 
Die Aktivität der NADH-Dehydrogenase wurde nach dem Prinzip von Kramer et 
al. (53) bestimmt. Die NADH-Dehydrogenase überträgt Elektronen von NADH auf 
Ubichinon und oxidiert simultan NADH zu NAD+.  
Das Photometer wurde auf 340nm und 415nm eingestellt sowie auf 37°C er-
wärmt. Die Kalibrierung des Photometers erfolgte gegen Luft. 800µl des Reakti-
onsmediums und 19µl des Mitochondrienisolats (0,5mg/ml) wurden in eine 
Küvette vorgelegt und für 10 sec. bei 37°C inkubiert. Für jedes Mitochondrieniso-
lat wurde sowohl eine Probe mit Rotenone als auch ohne Rotenone vorbereitet. 
Rotenone sorgt für eine Hemmung der NADH-Dehydrogenase und ermöglicht 
somit die Differenzierung zwischen der Aktivität des Komplexes I und Störfakto-
ren durch andere Enzyme. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 17µl 10mM 
NADH (bei Raumtemperatur) gestartet und die Extinktion über 3 min in einem 
Zeitintervall von 10 sec gemessen. 
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27mM 54µl 54µl 
BSA 2,66mg/ml 2,5µl 2,5µl 
1M MgCl2 5mM 5µl 5µl 
100mM KCN 2mM 20µl 20µl 
10mM Decylubiquinone 0,1065mM 10,5µl 10,5µl 
Antimycin A 0,002 mg/ml 0,8µl 0,8µl 
1mM Rotenone 39,9µM 40µl - 
H2O  867µl 907µl 
 
Bestimmung der Aktivität der Succinat-Dehydrogenase (Komplex II) 
Nach Kalibrierung und Einstellung des vorgewärmten (37°C) Photometers auf 
600nm wurden 976µl des Reaktionsmediums pro Mitochondrienisolat in einem 
2ml Cup vorgelegt und im 37°C Wärmeblock vorgewärmt. 20µl des Mitochondri-
enisolates wurden in die Küvette vorgelegt und das erwärmte Reaktionsmedium 
hinzugegeben und durchmischt. Dieser Ansatz wurde über 5 Minuten bei einem 
Zeitintervall von 15 Sekunden gemessen. Anschließend wurden 500µl des Re-
aktionsgemisches aus der Küvette entnommen und mit 4µl 25mM De-
cylubiquinone vermischt. Dieses Gemisch wurde zurückgegeben in die Küvette 
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und eine erneute Messung über 5 Minuten bei einem 15 Sekunden Intervall ge-
startet.  
Tabelle 7: Pipettierschema Reaktionsmedium Succinate-Dehydrogenase 
Lösung Menge pro Probe 
500mM Phosphatpuffer pH=7,5 50µl 
50mg/ml BSA 40µl 
200mM Succinate 100µl 
5mM DCPIP 10µl 
10mM KCN 100µl 
10mM ATP 10µl 
H2O 666µl 
 






Bestimmung der Aktivität der Cytochrom-c-Oxidase (Komplex IV) 
Die Cytochrom-c-Oxidase katalysiert den letzten Schritt der mitochondrialen 
Atmungskette und reduziert Sauerstoff durch Cytochrom c.  
Die Mitochondrienisolate wurden mit dem Enzymdilutionspuffer (10mM TRIS HCl 
pH=7,0; 250mM Succrose) auf einen Proteingehalt von 0,5µg/µl verdünnt und 
20µl dieser Verdünnung für den Assay eingesetzt. Vor der eigentlichen Messung 
erfolgte eine Kontrollmessung, um die vollständige Reduktion des Cytochrom c 
durch DTT zu bestätigen und somit die nachfolgende Reaktion zu ermöglichen. 
Hierzu wurde die Cytochrom-c-Lösung (2,7mg/ml) mit 5µl 1M DTT versetzt und 
bei 550nm und 565nm im Photometer gemessen. Die Ratio 550nm/565nm sollte 
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für reduziertes Cytochrom c zwischen 10 und 20 liegen. Pro Mitochondrienisolat 
wurde eine Probe mit und ohne Laurylmaltoside vorbereitet. In die Cups wurden 
950µl des Assaypuffers (10mM TRIS HCl pH=7,0; 120mM KCl) und 80µl des 
Enzymdilutionspuffers (+/- Laurylmaltoside) vorgelegt und bei 30°C im Heizblock 
erwärmt. Kurz vor der photometrischen Messung wurde in die Cups 20µl des 
verdünnten Mitochondrienisolates hinzugefügt und gemischt. Vor jeder Messung 
wurde ein BLANK, bestehend aus 950µl Assaypuffer, 100µl Enzymdilutionspuffer 
und 50µl Cytochrom c gemessen, um einen Kontrollwert für die Menge des redu-
zierten Cytochrom c zu erhalten. Für die Messung wurden 50µl reduziertes Cy-
tochrom c in die Küvetten vorgelegt und der Ansatz der Cups wurde hinzupipet-
tiert. Die Messung erfolgt bei 550nm mit einem Intervall von 5 Sekunden über die 
Dauer von einer Minute.  









Abbildung 4: Beispielkurve photometrische Bestimmung Cytochrom-c-Oxidase-Aktivität 
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2.2.8 Elektronenmikroskopische Analyse 
Die elektronenmikroskopischen Analysen wurden in Kooperation mit Dr. 
Schröder vom zentralen EM-Labor des Instituts für Pathologie an der medizini-
schen Fakultät der Universität Regensburg durchgeführt. 
Die Fixation des Herzmuskelgewebes erfolgte in Karnovsky-Fixativ (2,5% 
Glutaraldehyd und 2% Paraformaldehyd in 0,1M Cacodylatpuffer). Anschließend 
wurden die Proben unter dem Stereomikroskop Wild M3Z (Leica, Wetzlar) zu ei-
ner Größe von 1-2mm³ zugeschnitten und in einem LYNX-Einbettautomat (Leica, 
Wien) weiter prozessiert: nach 2 Stunden Osmierung wurden die Proben in einer 
aufsteigenden Ethanolreihe entwässert und infiltriert mit dem flüssigem EPON-
Einbettmedium EMbed 812 (Science Services, München). Die prozessierten Pro-
ben wurden zur Auspolymerisierung im Wärmeschrank für 2 Tage aufbewahrt. 
Zunächst wurden von den Proben lichtmikroskopisch auswertbare Orientierungs-
schnitte (Semidünnschnitte, Doppelfärbung mit Toluidinblau und basisch 
Fuchsin) mit dem Ultramikrotom mit einer Dicke von 0,75µm angefertigt. Nach 
Auswertung der Orientierungsschnitte wurden Ultradünnschnitte mit einer Dicke 
von 70nm erzeugt, welche auf ein EM-Trägernetz (Kupfer-Grid) aufgezogen wur-
den. Anschließend an die Trocknung wurden die Grids mit Uranylacetat und Blei-
citrat für jeweils 10 Minuten kontrastiert. Die Untersuchung erfolgte mit einem 
LEO 912AB Transmissionselektronenmikroskop bei 100kV, die Bilddokumenta-
tion mit einer seitlich montierten 2k*2k CCD-Kamera mit der OSIS-Software i-
TEM.  
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3  Ergebnisse 
3.1 Mitochondrienisolation- Methodenoptimierung  
Das Herz eines Kaninchens wiegt im Durchschnitt 1,95 g/kg Körpergewicht (54). 
Für die hier vorliegenden Arbeit wurde bei der Mitochondrienisolation nur der 
linke Ventrikel verwendet, welcher mit einem durchschnittlichen Gewicht von 1,29 
g/kg Körpergewicht (54) eine begrenzte und erschöpfliche Probenquelle darstellt. 
Umso wichtiger war die Etablierung einer Methode zur Mitochondrienisolation, 
die mit einer geringen Menge Probenmaterial eine maximale Ausbeute an Mito-
chondrien ermöglicht, gleichzeitig aber schonend genug sein muss, dass der 
Großteil der Mitochondrien intakt bleibt, da sonst Aktivitätsmessungen und auch 
die Detektion von Proteinen der inneren Mitochondrienmembran nicht möglich 
sind. Dieses Gleichgewicht in der Isolation zu finden, war Teil der vorliegenden 
Arbeit. 
Der Erfolg der Optimierung wurde einerseits durch elektronenmikroskopische 
Analysen des mitochondrialen Pellets, zum anderen durch Western Blots mit An-
tikörpern gegen integrative Bestandteile der inneren (Cytochrom C, IMMT) und 
äußeren Mitochondrienmembran (VDAC2, TOMM70) kontrolliert. 
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Abbildung 5: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Mitochondrien, die nach unterschiedli-
chen Protokollen isoliert wurden. Übersichtsaufnahme jeweils rechts (Vergrößerung 1250-fach), 
Detailaufnahme jeweils links (Vergrößerung 5000-fach). Protokolle siehe Kelly et al nach Böhm 
(55). und Palmer et al. (56) 
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3.2 Proteom-Analyse 
In der Proteomanalyse mit dem SWATH-Ansatz wurde für die verschiedenen 
Vergleiche ein Signifikanzniveau von p˂0,05 festgelegt. Alle folgenden Verglei-
che der Proteine sind signifikant (p˂0,05) reguliert, daher wird in den einzelnen 
Verweisen nicht gesondert darauf hingewiesen. Die Proteine wurden mithilfe der 
NCBI Datenbank identifiziert und ihre Funktion anhand der UniProt Datenbank 
ermittelt. Daraufhin wurden die Proteine in sechs verschiedene Stoffwechsel-
gruppen eingeteilt: Proteine der mitochondrialen Atmungskette, Proteine des 
Stoffwechsels, Proteine der mit den Mitochondrien assoziierten Intermediärfila-
mente, Proteine des Fettstoffwechsels, ribosomale Proteine und Transportprote-
ine. Für die Vergleiche ergaben sich jeweils unterschiedliche Proteinzahlen, wel-
che in der nachfolgenden Tabelle aufgelistet sind. 
Tabelle 8: Anzahl der signifikant unterschiedlich exprimierten Proteine. CTRL: Kontrolle, ELVD: 
frühe linksventrikuläre Dysfunktion (early left ventricular dysfunction), CHF: manifeste Herzinsuf-
fizienz (congestive heart failure), VPI: Vasopeptidase-Inhibitor. 
Vergleich Signifikant unterschiedlich exprimierte Proteine 
CTRL vs. ELVD 199 
CTRL vs. CHF 99 
ELVD vs. CHF 106 
CHF vs. CHF+VPI 223 
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3.2.1 CTRL vs. ELVD 
 
Abbildung 6: Proteine der mitochondrialen Atmungskette, Vergleich CTRL vs. ELVD 
Im Vergleich der Kontrolltiere zu den Tieren mit einer frühen linksventrikulären 
Dysfunktion (ELVD) zeigt sich bei letzteren in der Expression der Proteine der 
mitochondrialen Atmungskette eine signifikante Hochregulierung der Unterein-
heiten der ATP-Synthase (Komplex V). Zudem liegt eine deutliche Erniedrigung 
der Expression des Coenzyme Q-binding protein COQ10 vor, welches für die 
Funktion des Coenzym Q in der mitochondrialen Atmungskette essentiell ist. 
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Abbildung 7: Stoffwechselproteine, Vergleich CTRL vs. ELVD 
Die Enzyme des Citratzyklus (Isocitrat-Dehydrogenase, Citratsynthase, 2-Oxo-
glutarat-Dehydrogenase, Fumarat-Hydratase) sind in den Tieren mit einer frühen 
ventrikulären Dysfunktion (ELVD) im Gegensatz zu den Kontrolltieren signifikant 
erhöht. Die ATP-abhängige 6-Phosphofructokinase, welche den geschwindig-
keitsbestimmenden Schritt der Glykolyse katalysiert, ist im Stadium der links-
ventrikulären Dysfunktion um das 2-fache erniedrigt. Eine Expressionserhöhung 
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in der ELVD ist auch bei der Pyruvat-Dehydrogenase, als wichtiges Verbindungs-
enzym der Glykolyse und des Citratzyklus, mit einem fold change von 3,6 signi-
fikant zu erkennen. 
 
Abbildung 8: Proteine der mit den Mitochondrien assoziierten Intermediärfilamente, Vergleich 
CTRL vs. ELVD 
Im Verlauf der frühen ventrikulären Dysfunktion (ELVD) kommt es zu einer signi-
fikanten Erniedrigung der Expression der mit den Mitochondrien assoziierten In-
termediärfilamente mit einem fold change zwischen -1 und -7,6. Gegensätzlich 
ist unter anderem Filamin A reguliert, verantwortlich für die Quervernetzung der 
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Aktinfilamente, mit einer Expressionserhöhung in der ELVD um das 2-fache, wie 
auch Vimentin.  
 
Abbildung 9: Proteine des Fettstoffwechsels, Vergleich CTRL vs. ELVD 
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Sowohl Proteine der β-Oxidation von Fettsäuren (Acyl-CoA-Dehydrogenasen), 
als auch Proteine der Synthese von aktivierten Fettsäuren (Acyl-CoA-Syntheta-
sen) sind in der frühen linksventrikulären Dysfunktion deutlich um das 1-4,2fache 
nach oben exprimiert.  
 
Abbildung 10: Ribosomale Proteine, Vergleich CTRL vs. ELVD 
Im Stadium der frühen linksventrikulären Dysfunktion sind die ribosomalen Pro-
teine der großen Untereinheit (60S) 1,3-2-fach in ihrer Expression signifikant er-
höht, die Proteine der kleinen Untereinheit (28S) weisen eine Erhöhung um das 
1,7-2,2-fache auf.  
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Abbildung 11: Transportproteine, Vergleich CTRL vs. ELVD 
Die Expression der Transportproteine ist in der frühen linksventrikulären Dysfunk-
tion (ELVD) signifikant erhöht mit einem fold change zwischen 1,3 und 2,6. Das 
Transmembranprotein 143 ist um das 1,3-fache erniedrigt, wie auch das Guanine 
nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha um das 2,2-fache. 
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3.2.2 CTRL vs. CHF 
 
Abbildung 12: Proteine der mitochondrialen Atmungskette, Vergleich CTRL vs. CHF 
Im Stadium der manifesten Herzinsuffizienz (CHF) sind die Proteine des Komplex 
I der mitochondrialen Atmungskette (NADH-Dehydrogenase) signifikant um das 
1,6-fache erhöht. Bei dem Komplex III (Cytochrom-c-Oxidase) kann man eine 
deutliche Verminderung der Expression um den Faktor 1,4 feststellen. Die Pro-
teine der ATP-Synthase-Untereinheiten (Komplex V) sind unterschiedlich expri-
miert: Die alpha- und die f- Untereinheit sind um das 2,8 bzw.1,2-fache erhöht, 
wohingegen die beta-Untereinheit um das 2,2-fache erniedrigt ist. 
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Abbildung 13: Stoffwechselproteine, Vergleich CTRL vs. CHF 
In der manifesten Herzinsuffizienz (CHF) sieht man signifikante Veränderungen 
der Expression der Stoffwechselproteine. Die Proteine des Citratzyklus (Isocitrat-
Dehydrogenase, Malat-Dehydrogenase, Citratsynthase) sind um das 1,2-1,7fa-
che in der Expression erhöht. Die Phosphoglycerat-Kinase, ein wichtiges Enzym 
der Glykolyse ist mit einem fold change von -1,2 signifikant reduziert. Sowohl die 
Proteine des Ketonkörperstoffwechsels (z.B. 3-Hydroxybuttersäure) als auch die 
Proteine des Glykogenstoffwechsels (Glykogen debranching enzyme) sind um 
das 1,4fache erhöht in der manifesten Herzinsuffizienz. 
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Abbildung 14: Proteine der mit den Mitochondrien assoziierten Intermediärfilamenten, Vergleich 
CTRL vs. CHF 
Im Stadium der manifesten Herzinsuffizienz (CHF) sind die Proteine der mit den 
Mitochondrien assoziierten Intermediärfilamente signifikant um das 1,2 bis 2,8- 
fache in der Expression gesteigert. Myosin-1, ein Motorprotein lokalisiert in den 
Myofibrillen des Muskels und Teil des kontraktilen Apparats, ist deutlich um das 
4,8-fache vermindert. 
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Abbildung 15: Proteine des Fettstoffwechsels, Vergleich CTRL vs. CHF 
Die Proteine des Fettstoffwechsels sind in der manifesten Herzinsuffizienz signi-
fikant hochreguliert. Die Acyl-Dehydrogenasen, Teil der β-Oxidation der Fettsäu-
ren, sind um das 1,3-1,5-fache erhöht. Umgekehrt sind auch die Proteine der 
Bildung von aktivierten Fettsäuren, die Acyl-CoA-Synthetasen, mit Ausnahme 
der Acyl-CoA-Synthetase long-chain 1, signifikant um das 1,4-fache gesteigert. 
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Abbildung 16: Ribosomale Proteine, Vergleich CTRL vs. CHF 
Die Proteine der Elongationsfaktoren sind im Stadium der manifesten Herzinsuf-
fizienz (CHF) signifikant um das 1,8-fache nach oben reguliert. Ebenso sind die 
Proteine der kleinen (28S) und der großen ribosomalen Einheit mit einem fold 
change zwischen 1,4 und 1,8 in ihrer Expression erhöht. 
 
 
Abbildung 17: Transportproteine, Vergleich CTRL vs. CHF 
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Bei den Transportproteinen zeigt sich in der manifesten Herzinsuffizienz im Ge-
gensatz zu den Kontrolltieren sowohl eine Erhöhung der Expression (z.B. Mito-
chondrial dicarboxylate carrier) als auch eine Reduktion der Expression (z.B. Mi-
tofusin-2 isoform X1). 
 
3.2.3 EVLD vs. CHF 
 
Abbildung 18: Proteine der mitochondrialen Atmungskette, Vergleich ELVD vs. CHF 
Im Vergleich der frühen linksventrikulären Dysfunktion zur Herzinsuffizienz zeigt 
sich in den Proteinen der mitochondrialen Atmungskette eine deutliche Reduktion 
der Expression in der Herzinsuffizienz. Der Komplex I der mitochondrialen 
Atmungskette, die NADH-Dehydrogenase, ist signifikant um das 1,3-fache nach 
unten reguliert, wohingegen die Untereinheit 4 der NADH-Dehydrogenase eine 
Expressionserhöhung um das 1,6-fache erfährt. Die mitochondrial processing 
peptidase, ein Teil des Komplexes III, ist im Stadium der manifesten Herzinsuffi-
zienz mit einem fold change von -1,5 deutlich vermindert. Der Komplex V, die 
3  Ergebnisse 50 
 
ATP-Synthase, ist in allen Untereinheiten in der Progression der Herzinsuffizienz 
in der Expression reduziert um das 1,2-1,5-fache. 
 
Abbildung 19: Stoffwechselproteine, Vergleich ELVD vs. CHF 
Die Proteine des Citratzyklus (Isocitrat-Dehydrogenase, 2-Oxoglutarate-Dehyd-
rogenase) sind im Verlauf der progressiven Herzinsuffizienz signifikant um das 
1,3-1,6-fache vermindert. Die 6-Phosphofructokinase, Teil der Glykolyse, ist in 
der Herzinsuffizienz gegenüber der frühen linksventrikulären Dysfunktion in ihrer 
Expression mit einem fold change von 1,4-1,9 deutlich gesteigert. In der Progres-
sion zeigt sich zudem eine Reduktion der Expression im Ketonkörperabbau (Suc-
cinyl-CoA-ketoacid CoA transferase) um das 2,2-fache. 
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Abbildung 20: Proteine der mit den Mitochondrien assoziierten Intermediärfilamenten, Vergleich 
ELVD vs. CHF 
In der Progression der Herzinsuffizienz zeigt sich in der manifesten Herzinsuffi-
zienz (CHF) eine deutliche Expressionserhöhung der mit den Mitochondrien as-
soziierten Intermediärfilamente um das 2-5-fache im Gegensatz zur frühen links-
ventrikulären Dysfunktion.  
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Abbildung 21: Proteine des Fettstoffwechsels, Vergleich ELVD vs. CHF 
Die Proteine des Fettstoffwechsels sind im Verlauf der manifesten Herzinsuffizi-
enz (CHF) signifikant nach unten reguliert. Die Acyl-CoA-Dehydrogenasen, Pro-
teine der β-Oxidation, sind um das 1,4-1,6-fache nach unten exprimiert im Ge-
gensatz zum Stadium der frühen linksventrikulären Dysfunktion (ELVD). Die Pro-
teine der Synthese von aktivierten Fettsäuren, die Acyl-CoA-Synthetasen, sind in 
der Progression von der ELVD zur CHF um mehr als das 1,5-fache in ihrer Ex-
pression reduziert. Eine deutliche Expressionserhöhung mit einem fold change 
von 2,2 ist bei dem fatty acid-binding protein zu finden, einem Transportprotein 
für Fettsäuren und andere lipophile Substanzen. 
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Abbildung 22: Ribosomale Proteine, Vergleich ELVD vs. CHF 
Sowohl die Proteine der kleinen ribosomalen Untereinheit (28S) sind in der Pro-
gession von der frühen linksventrikulären Dysfunktion (ELVD) zur manifesten 
Herzinsuffizienz (CHF) in ihrer Expression um das 1,4-1,5-fache reduziert, als 
auch die Proteine der großen ribosomalen Untereinheit (60S) um das 1,4-1,7-
fache.  
 
Abbildung 23: Transportproteine, Vergleich ELVD vs. CHF 
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Im Verlauf der frühen linksventrikulären Dysfunktion (ELVD) zur manifesten Herz-
insuffizienz (CHF) erfahren die Transportproteine eine Reduktion ihrer Expres-
sion um das 1,2-2fache. Ausnahmen hierbei bilden das Transmembranprotein 
143 mit einer Erhöhung der Expression mit einem fold change von 1,3 und der 
Monocarboxylate Transporter 2 mit einer Steigerung um das 2,2fache. 
 
3.2.4 CHF vs. CHF+VPI 
 
Abbildung 24: Proteine der mitochondrialen Atmungskette, Vergleich CHF vs. CHF+VPI 
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Durch die Behandlung mit dem Vasopeptidaseinhibitor Omapatrilat kommt es zu 
einer deutlichen Erhöhung der Expression der Atmungskettenenzyme mit einem 
fold change zwischen 1,3 und 3,1. So werden die Untereinheiten der ATP-Syn-
thase (Komplex V) um das 1,2 bis 2-fache signifikant hochreguliert. Die NADH-
Dehydrogenase, der Komplex I der mitochondrialen Atmungskette, ist im Gegen-
satz zu den Enzymen der anderen Komplexe signifikant um das 1,4- bis 2,3-fache 
herunterreguliert.  
 
Abbildung 25: Stoffwechselproteine, Vergleich CHF vs. CHF+VPI 
Die metabolischen Proteine werden unter einer Therapie mit Omapatrilat in der 
manifesten Herzinsuffizienz signifikant hochreguliert, mit Ausnahme der alpha-
Enolase, welche einen Schritt der Glykolyse katalysiert. 
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Weitere Proteine der Glykolyse (Pyruvatkinase, Phosphoglyceratkinase) sind 
durch die Therapie mit dem Vasopeptidaseinhibitor um das 1,2-1,6-fache hoch-
reguliert. Der Citratzyklus, vertreten mit den Proteinen Isocitrat-Dehydrogenase, 
Aconitase und Fumarathydratase, wird unter der Therapie um das 1,4-2,4-fache 
in der Proteinexpression gesteigert. Zu der Erhöhung der Stoffwechselwege der 
Glykolyse und des Citratzyklus ist auch das verbindende Enzym, die Pyruvatde-
hydrogenase, deutlich nach oben reguliert. 
 
Abbildung 26: Proteine der mit den Mitochondrien assoziierten Intermediärfilamenten, Vergleich 
CHF vs. CHF+VPI 
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Die mit den Mitochondrien assoziierten Intermediärfilamente sind durch eine Be-
handlung mit dem Vasopeptidase-Inhibitor Omapatrilat deutlich herunterreguliert. 
 
Abbildung 27: Proteine des Fettstoffwechsels, Vergleich CHF vs. CHF+VPI 
Unter einer Therapie mit dem Vasopeptidaseinhibitor Omapatrilat ist eine signifi-
kante Erhöhung der Expression der Proteine des Fettstoffwechsels festzustellen. 
Sowohl der Abbau von Fettsäuren durch die β-Oxidation und deren Proteine (z.B. 
Long-chain Acyl-CoA-Dehydrogenase, Short-chain specific Acyl-CoA-Dehydro-
genase) ist mit einem fold change von 1,4 bis 2 in der Expression erhöht, als 
auch die Bildung von aktivierten Fettsäuren durch die Acyl-CoA-Synthetase mit 
einer Expressionserhöhung um das 1,3 bis 1,8-fache. 
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Abbildung 28: Ribosomale Proteine, Vergleich CHF vs. CHF+VPI 
Die ribosomalen Proteine sind durch die VPI-Behandlung in ihrer Expression sig-
nifikant herunter reguliert. Die Elongationsfaktoren 1-delta und 1-gamma sind un-
ter Therapie um mehr als das 2-fache reduziert, wohingegen die Proteine der 
großen ribosomalen Untereinheit einen fold change zwischen -1,4 und -2 errei-
chen. 
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Abbildung 29: Transportproteine, Vergleich CHF vs. CHF+VPI 
Die Translokasen der inneren Mitochondrienmembran zeigen in ihren Unterein-
heiten durch die Behandlung mit Omapatrilat eine unterschiedliche Veränderung 
der Expression: Die mitochondrial import inner membran translocase subunit 
TIM44 zeigt eine Erhöhung um das 1,4-fache, die mitochondrial import inner 
membran translocase subunit TIM13 eine Erniedrigung um den Faktor 1,2. Die 
Transmembranproteine sind in ihrer Expression unter VPI-Therapie einheitlich 
nach unten reguliert. 
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3.2.5 Zusammenfassung Proteom Analyse 
 
 






































Citratzyklus ↑ ↓ ↑ ↑ 
Glykolyse ↓ ↑ ↑ ↓ 
β-Oxidation ↑ ↓ ↑ ↑ 
Fettsäuresynthese ↑ ↓ ↑ ↑ 
Intermediärfilamente ↓ ↑ ↓ ↑ 
Ribosomale Proteine ↑ ↓ ↓ ↑ 
Transportproteine ↑ ↓ ↑↓ ↑↓ 
Gesamtzahl differentiell 
exprimierter Proteine 
199 106 223 99 
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3.3 Elektronenmikroskopische Analysen 
 
Abbildung 31: Myelin-artige Strukturen (Pfeile), CHF (Vergrößerung 5000-fach). 
Abbildung 30: Herzmuskelgewebe mit normalen Mitochondrien (Vergrößerung 1250-fach). 
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Abbildung 33: Parakristalline Strukturen (Pfeile), CHF (Vergrößerung 5000-fach). 
Abbildung 32: Myelin-artige Strukturen (Pfeile), CHF+VPI Vergrößerung (5000-fach). 
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Abbildung 34: Parakristalline Strukturen (Pfeile), CHF+VPI (Vergrößerung 5000-fach). 
 
Abbildung 35: Lipidinklusionen, CHF (Vergrößerung 5000-fach). 
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Abbildung 36: Lipidinklusionen (Pfeile), CHF+VPI (Vergrößerung 1250-fach). 
Tabelle 9: Quantitative Befunde der TEM-Analyse 
 CHF CHF+VPI 
Parakristalline Strukturen + ++ - +++ 
Myelin-artige Strukturen in  
Kardiomyozyten 
+++ + 
Myelin-artige Strukturen in Gefäßen ++ ++ 
Myelin-artige Strukturen im Interstitium ++ ++ 
Lipidinklusionen ++ +++ 
Mitochondrienödem 0 + 
 
3  Ergebnisse 65 
 
In den elektronenmikroskopischen Analysen zeigte sich bei den mit VPI-behan-
delten Tieren eine deutliche Verminderung an “Myelin-artigen-Strukturen”. Hier-
bei handelt es sich um autophagische Inklusionen, welche beim Abbau von 
membranösen Strukturen entstehen. Die parakristallinen Strukturen in den Zel-
len, auskristallisierte, zu Tubuli gepackte Proteine nehmen unter einer Therapie 
signifikant zu. Die vermehrte Lipidakkumulation im Kardiomyozyten ist bei den 
Tieren mit einer manifesten Herzinsuffizienz wahrzunehmen, jedoch unter einer 
Therapie mit Omapatrilat noch mit einer Steigerung festzustellen.  
3.4 Funktionelle Analysen 
3.4.1 Citratsynthase-Aktivität 
 
Abbildung 37: Citratsynthase-Aktivität 
Die Citratsynthase-Aktivität gilt als globaler metabolischer Marker für die oxida-
tive Kapazität der Mitochondrien. Im Verlauf der fortschreitenden Herzinsuffizienz 
sinkt die Aktivität der Citratsynthase von 0,82±0,54 IU/µmol/mg/min in den Kon-
trolltieren auf eine Aktivität von 0,52±0,09 IU/µmol/mg/min in der Gruppe der frü-
hen ventrikulären Dysfunktion (ELVD) und erreicht in der manifesten Herzinsuffi-
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zienz (CHF) eine Aktivität von 0,62±0,12 IU/µmol/mg/min. Durch eine Behand-
lung mit dem Vasopeptidaseinhibitor Omapatrilat erhöht sich die Citratsynthase-
Aktivität der Mitochondrien in der manifesten Herzinsuffizienz auf 0,95±0,34 
IU/µmol/mg/min. 
3.4.2 Aktivität des Komplex I der mitochondrialen Atmungskette 
 
Abbildung 38: NADH-Dehydrogenase-Aktivität 
In der Progredienz der Herzinsuffizienz zeigt sich eine Reduktion der Aktivität der 
NADH-Dehydrogenase von 3,67 IU/Citratsynthase-Aktivität in den Kontrolltieren 
auf 0,88 IU/Citratsynthase-Aktivität in der frühen linksventrikulären Dysfunktion 
(ELVD). Im weiteren Verlauf zur manifesten Herzinsuffizienz erfolgt ein dezenter 
Anstieg der Aktivität auf 1,19 IU/Citratsynthase-Aktivität. Durch die Behandlung 
mit dem Vasopeptidase-Inhibitor Omapatrilat wird ein Wert von 0,82 IU/Citratsyn-
thase-Aktivität erreicht, vergleichbar mit der frühen linksventrikulären Dysfunk-
tion. 
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3.4.3 Aktivität des Komplex II der mitochondrialen Atmungskette 
 
Abbildung 39: Succinat-Dehydrogenase-Aktivität 
Die Aktivität der Succinat-Dehydrogenase, des Komplex II der mitochondrialen 
Atmungskette, zeigt im Verlauf der fortschreitenden Herzinsuffizienz eine Reduk-
tion von 0,12 U/Citratsynthase-Aktivität in der Kontrollgruppe auf 0,04 U/Citrat-
synthase-Aktivität in der Gruppe der frühen linksventrikulären Dysfunktion 
(ELVD). Durch die weitere Progression zur manifesten Herzinsuffizienz erhöht 
sich die Aktivität der Succinat-Dehydrogenase auf einen Wert von 0,083 U/Citrat-
synthase-Aktivität. Aufgrund der Behandlung mit dem VPI Omapatrilat sinkt die 
Aktivität der Succinat-Dehydrogenase auf 0,058 U/Citratsynthase-Aktivität. 
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3.4.4 Aktivität des Komplex IV der mitochondrialen Atmungskette 
 
Abbildung 40: Cytochrom-c-Oxidase-Aktivität 
Die Cytochrom-c-Oxidase, Komplex IV der mitochondrialen Atmungskette zeigt 
in den Kontrolltieren eine Aktivität von 2,37 U/Citratsynthase-Aktivität. Durch die 
Progredienz der Herzinsuffizienz zeigt sich eine Reduktion der Aktivität in der 
ELVD-Gruppe auf 1,57 U/Citratsynthase-Aktivität, welche sich in der manifesten 
Herzinsuffizienz weiter reduziert auf einen Wert von 1,42 U/Citratsynthase-Akti-
vität. Die Behandlung mit dem Vasopeptidase-Inhibitor Omapatrilat erreicht eine 
Aktivität der Cytochrom-c-Oxidase von 1,02 U/ Citratsynthase-Aktivität und somit 
eine weitere Reduktion im Vergleich zur manifesten Herzinsuffizienz ohne Be-
handlung mit Omapatrilat. 
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3.4.5 Pyruvatdehydrogenase-Aktivität  
 
Abbildung 41: Pyruvat-Dehydrogenase-Aktivität 
Die Pyruvat-Dehydrogenase (PDH) ist ein wichtiges Enzym in der Verbindung 
der Glykolyse und des Citratzyklus. Die Aktivität der Pyruvat-Dehydrogenase 
sinkt von einem Wert von 0,0076 U/Citratsynthase-Aktivität in der Kontrollgruppe 
auf 0,0071 U/Citratsynthase-Aktivität in der ELVD-Gruppe. Durch das Fortschrei-
ten der Herzinsuffizienz erreicht die PDH-Aktivität in der manifesten Herzinsuffi-
zienz 0,0097 U/Citratsynthase-Aktivität, wohingegen die Behandlung mit dem 
Vasopeptidase-Inhibitor noch einen minimalen Zuwachs der Aktivität von 0,0099 
U/Citratsynthase-Aktivität erlaubt. 
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3.4.6 CPT1A-Western Blot 
 
Abbildung 42: CPT1A- Auswertung Western Blot 
Die Carnitin-Palmoyltransferase (CPT1A) ist ein mitochondriales Enzym, verant-
wortlich für den Transfer einer Acylgruppe von Acetyl-CoA zu Carnitin und damit 
essentiell notwendig für den Fettsäuremetabolismus. 
 
Abbildung 43: Western Blot Banden CPT1A 
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In der Auswertung des Western Blots sieht man eine Reduktion der Signalstärke 
von CPT1A in der Kontrollgruppe von 0,196 (in Relation zum Housekeeper 
VDAC) zu 0,1 in der manifesten Herzinsuffizienz (CHF). Durch die Behandlung 
mit dem Vasopeptidase-Inhibitor (CHF+VPI) kann die Signalstärke wieder auf 
0,127 erhöht werden, wenngleich diese Veränderung nicht statistisch signifikant 
ist. 
. 
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4 Diskussion 
4.1 Veränderungen des Proteoms in der Progression der 
Herzinsuffizienz 
4.1.1 Veränderungen des Stoffwechsels 
Das Herz ist in der Lage, sich sowohl der Fettsäureoxidation als auch der Glyko-
lyse zur Substratgewinnung zu bedienen. Diese metabolische Flexibilität in der 
Nutzung von Substraten garantiert im gesunden Herzen die Aufrechterhaltung 
der Energiegewinnung und die ausreichende Versorgung mit ATP (13,57,58). In 
der Herzinsuffizienz kommt es in experimentellen Tiermodellen zu einer Down-
regulation der Proteine des Fettstoffwechsels (13,59–61) und einem Shift von 
dem Primärsubstrat Fettsäure zum Substrat Glucose (13,30,32,35,58–62).  
Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass zahlreiche Proteine der β-Oxi-
dation in der manifesten Herzinsuffizienz signifikant vermindert sind gegenüber 
der linksventrikulären Dysfunktion. Die Progression vom ungestörten linken 
Ventrikel zur links-ventrikulären Dysfunktion ist demgegenüber mit einer Erhö-
hung der Proteine der β-Oxidation verbunden. Darüber hinaus sind im Vergleich 
der Kontrolltiere zu den Tieren mit einer manifesten Herzinsuffizienz die Proteine 
der β-Oxidation in ihrer Expression erhöht. Dieses komplexe Regulationsverhal-
ten deutet auf eine allgemeine Überexpression von Fettsäure-verstoffwechseln-
den Proteinen in der Herzinsuffizienz hin, welche allerdings beim Übergang in 
das manifeste Krankheitsstadium eine Abschwächung erfährt. Ergänzend zeigen 
Western-Blot-Analysen der Carnitin-Palmoyltransferase (CPT1A), einem essen-
tiellen Bestandteil des Fettsäuremetabolismus, eine -allerdings statistisch nicht 
signifikante- Reduktion der Signalstärke von 0,2 in den Kontrolltieren auf 0,1 in 
der manifesten Herzinsuffizienz, was auf einen verminderten Transfer von 
Acylgruppen durch die Carnitin-Palmoyltransferase hindeutet und die Komplexi-
tät des Fettstoffwechsels in der progressiven Herzinsuffizienz unterstreicht. 
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In dieser Arbeit konnte weiterhin die Erhöhung der Glykolyse im Vergleich von 
früher linksventrikulären Dysfunktion und manifester Herzinsuffizienz gezeigt 
werden, wohingegen im Vergleich der Kontrollgruppe zur frühen linksventrikulä-
ren Dysfunktion eine Erniedrigung der ATP-abhängige 6-Phosphofructokinase 
deutlich wird. Insofern zeigt sich hier ein zum Lipidmetabolismus gegenläufiges 
Regulationsverhalten: die Überexpression Glucose-verstoffwechselnder Enzyme 
bildet sich erst im Stadium der manifesten Herzinsuffizienz aus, beim Übergang 
von Kontrolltieren in die frühe linksventrikuläre Dysfunktion zeigt sich demgegen-
über eine Verminderung der Enzyme auf Proteomebene. In Ergänzung zum bis-
herigen Modell des „metabolic switch“ in der Herzinsuffizienz zeigt sich in dieser 
Arbeit, dass die Umstellung der Energiegewinnung in der Herzinsuffizienz offen-
bar erst in späteren Erkrankungsstadien manifest wird.  
Diese Umstellung entspricht dem fetalen Programm der kardialen Energiegewin-
nung, da das fetale Herz aufgrund einer sauerstoffarmen Umgebung auf die Sub-
stratgewinnung durch Glucose und Lactat angewiesen ist (63,64). Nach der Ge-
burt stellt sich der Organismus durch einen Abfall der Plasmainsulinkonzentration 
und der verminderten Verfügbarkeit von Glucose auf eine vermehrte Fettsäu-
reoxidation ein (59) und nutzt als Primärsubstrat zu mehr als 70% Fettsäuren 
(35). Die Ursachen dieses pathologischen Shifts in der Herzinsuffizienz beruhen 
auf der geringen Regenerationsfähigkeit des Kardiomyozyten, der bestrebt ist, 
den Zelltod zu verhindern und das Zellüberleben anzustreben (63). Durch Ände-
rungen des peroxisome proliferator activated Rezeptor α (PPARα) (35,60,63), 
welcher sowohl für die Regulation der Fettsäureaufnahme als auch der –oxida-
tion zuständig ist (63) und eine entscheidende Rolle in der transkriptionellen Re-
gulation der Substratpräferenz am Herzen spielt (63), gelingt der Shift. Die Re-
aktivierung des fetalen metabolischen Programmes sorgt für eine Verminderung 
des Sauerstoffverbrauchs und Maximierung der Effizienz, könnte aber auch 
nachteilige Effekte auf die kardiale Kontraktionsfunktion haben (59). Denn die 
glykolytischen Stoffwechselwege sind zwar Sauerstoff sparend, es entsteht aber 
eine Abhängigkeit des Myokards gegenüber Glucose (65,66) und die Umstellun-
gen sind nicht ausreichend, um die Verminderungen in den anderen Stoffwech-
selwegen auszugleichen. Die Konsequenz ist ein ATP-Abfall, der zu einer ver-
minderten kontraktilen Reserve im herzinsuffizienten Muskel führt (67,68). Das 
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Ergebnis dieser Arbeit bezüglich des Vergleichs der Kontrolltieren zu den Tieren 
mit einer manifesten Herzinsuffizienz ist auch im Vergleich der Tiermodelle zu 
humanen funktionellen PET-Studien zu finden: während die experimentellen 
Tiermodelle einen fetalen metabolischen Shift der kardialen Energiegewinnung 
mit einer Downregulation der β-Oxidation in Verbindung mit einer Erhöhung der 
Glykolyse vermuten lassen, zeigen sich in den humanen Studien eine Erhöhung 
der Fettsäureaufnahme sowie eine Erniedrigung der Glucoseaufnahme (69–71). 
Zudem zeigt sich auch eine Verbindung zwischen der Aktivität der Carnitin-Pal-
moyltransferase (CPT1A) und den Intermediärfilamenten: mehrere Studien bele-
gen eine Regulation der CPT1A-Aktivität durch eine Interaktion zwischen Mito-
chondrien und Intermediärfilamenten (72,73). Capetanaki postuliert sogar eine 
Verbindung der Aktivität der Carnitin-Palmoyltransferase bzw. Änderungen der 
β-Oxidation mit dem beobachteten Zelltod in einem Desmin-defizienten Maus-
modell (74). Prinzipiell muss allerdings berücksichtigt werden, dass die in der 
vorliegenden Arbeit untersuchten Protein-Expressionsunterschiede nicht 
zwangsläufig mit einer gleichgerichteten Veränderung der jeweiligen enyzmati-
schen Aktivität einhergehen müssen. 
Es konnte weiterhin in der ultrastrukturellen Analyse gezeigt werden, dass sich 
in der manifesten Herzinsuffizienz im linksventrikulären Gewebe eine deutliche 
Akkumulation von Lipidinklusionen findet, was ein Hinweis auf die sog. Lipotoxi-
zität sein könnte, denn die Verminderung des Fettstoffwechsels hat nicht nur Aus-
wirkungen auf den Energiemetabolismus des Herzen sondern auch auf die Ar-
chitektur: sowohl Veränderungen des PPARα als auch die idiopathische dilatative 
Kardiomyophatie führen zu einer verminderten β-Oxidation und zeigen eine ver-
mehrte kardiale, vor allem linksventrikuläre, Hypertrophie, welche auch im expe-
rimentellen Tiermodell durch Knockout-Mäuse bestätigt werden konnte (60). Wei-
terhin ist bekannt, dass eine Lipidakkumulation in Kardiomyozyten zur Entwick-
lung einer linksventrikulären Dysfunktion führt, welche unweigerlich in der 
Apoptose der Kardiomyozyten endet (75).  
Neben dem „metabolic switch“ mit der daraus resultierenden intrakardiomyozytä-
ren Lipidakkumulation ergaben sich in vorliegender Arbeit auch Veränderungen 
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im Citratzyklus. Dieser Stoffwechselweg ist ein wichtiger Teil des Intermediärme-
tabolismus, welcher die Oxidation der Acetylgruppe von Acetyl-CoA übernimmt 
und somit Reduktionsäquivalente (NADH, FADH2) für die oxidative Phosphory-
lierung produziert. Er wird dabei stark von Veränderungen im Fettsäure- und Glu-
cosestoffwechsel beeinflusst.  
In der vorliegenden Proteomanalyse dieser Arbeit konnte in der Progression der 
Herzinsuffizienz zunächst eine Expressionserhöhung der Proteine des Citratzyk-
lus zwischen den Kontrolltieren und der frühen linksventrikulären Dysfunktion 
(ELVD) gezeigt werden, anschließend jedoch eine Erniedrigung der Proteine im 
Verlauf der ELVD zur manifesten Herzinsuffizienz. Die Aktivität der Citratsyn-
thase zeigt eine deutliche Reduktion um 25% im Vergleich der Kontrolltiere zu 
den Tieren mit manifester Herzinsuffizienz. Insofern ließe sich hieraus schluss-
folgern, dass die reduzierte enzymatische Aktivität der Citrat-Synthase durch 
eine Expressionserhöhung nachgeschalteter Enzyme kompensiert werden soll. 
Es gibt in der Literatur widersprüchliche Angaben zu der Expressionsänderung 
der Enzyme des Citratzyklus: bei Shibayama et al. (76) sind die Enzyme des 
Citratzyklus deutlich nach oben reguliert, wie auch bei Bugger et al. (33). Als Ur-
sache für die Expressionserhöhung wird eine direkte kompensatorische Antwort 
auf den vermehrten Stress während der Schrittmacherstimulation im experimen-
tell Tiermodell angenommen (76). Hingegen sind die Enzyme bei Cieniewski-
Bernard (77) in ihrer Expression herunter reguliert. Die anaplerotischen Stoff-
wechselwege, vor allem der Pyruvateintritt in den Citratzyklus, sind aber nicht 
effektiv genug, um das Energiedefizit durch die Downregulation des Fettsäu-
remetabolismus zu kompensieren (76,78), auch weil spezifische Transporter die 
Intermediate immer wieder umleiten in zytosolische Pools außerhalb des Ci-
tratzyklus (78). Experimentelle Studien mit einer Depletion von Enzymen des Ci-
tratzyklus führen zu einem Abfall der kontraktilen Funktion des Herzens (79,80), 
was seine bedeutende Rolle im Energiestoffwechsel des Herzens deutlich macht. 
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4.1.2 Veränderungen in der mitochondrialen Atmungskette 
Nach der Bereitstellung von Reduktionsäquivalenten (NADH, FADH2) durch die 
Oxidation von Acetyl-CoA im Citratzyklus kann die Energiegewinnung durch die 
mitochondriale Atmungskette beginnen. Die mitochondriale Atmungskette ist an 
den Cristae der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert. Die Komplexe I bis IV 
der mitochondrialen Atmungskette transportieren Elektronen von NADH und 
FADH2 zu Sauerstoff und generieren dadurch einen Protonengradienten über der 
inneren Mitochondrienmembran. Dieser Protonengradient ist der Antrieb für die 
ATP-Synthase, auch als Komplex V der Atmungskette bezeichnet, welche durch 
Phosphorylierung von ADP das energiereiche ATP produziert.  
Im Verlauf der progressiven Herzinsuffizienz führte die frühe linksventrikuläre 
Dysfunktion im Gegensatz zur Kontrolle zu einer Expressionerhöhung der Prote-
ine der Komplexe I, III und V. Bei kontinuierlicher weiterer Stimulation änderte 
sich das Expressionsverhalten zwischen der frühen linksventrikulären Dysfunk-
tion und der manifesten Herzinsuffizienz in einer signifikanten Expressionsver-
minderung der Komplexe I, III und V. 
In der Herzinsuffizienz wurden erniedrigte ATP-Konzentrationen um 30% gefun-
den (35), welche zusammen mit Verringerungen in der mitochondrialen Atmung 
(81,82) eine verminderte ATP-Produktion vermuten lassen (83). Analysen der 
einzelnen Komplexe in experimentellen Tiermodellen ergeben eine Erniedrigung 
des Komplex I (31,36,84), Mausmodelle mit einem Defekt des Komplex I führen 
zu einer NADH-Akkumulation in der Zelle und sind nach Karamanlidis et al. as-
soziiert mit einer erhöhten Produktion an Sauerstoffradikalen und verursachen 
Schäden auf zellulärer Ebene (85). Der -ebenfalls als wichtiger mitochondrialer 
Produktionsort reaktiver Sauerstoffspezies bekannte- Komplex III ist in mehreren 
Studien deutlich in der Herzinsuffizienz reduziert (31,36,37,86), ebenso wie der 
Komplex IV (36,38). Letzterer weist auch eine Reduktion bei Marin-Garcia et al. 
(37) und Page et al. (31) auf. Das Fehlen der Regulation der Enzymaktivität des 
Komplex II erklärt Ide et al. durch die rein nukleäre Kodierung der Gene, da die 
Komplexe I, III und IV partiell mitochondrial kodiert sind und er suggeriert, dass 
die Ursache der mitochondrialen Dysfunktion in der verminderten Anzahl von Ko-
pien der mtDNA bei gleichbleibender Mitochondrienanzahl liegt (36). Auch Marin-
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Garcia et al. macht Defekte in der Regulation der mitochondrialen Transkription 
verantwortlich für die Reduktion der einzelnen Komplexe (37).  
Eine Studie von Rosca et al. (82) konnte keine Veränderungen in der Enzymak-
tivität der einzelnen Komplexe der Atmungskette zeigen, aber in der Funktion und 
Anordnung der Komplexe im sogenannten Respirasom, einem Superkomplex 
bestehend aus den Komplexen I, III und IV. Die Respirasomen ermöglichen in 
der mitochondrialen Atmungskette verbesserte Elektronentransferraten und er-
höhen die Stabilität der Komplexe der oxidativen Phosphorylierung (87), sind 
aber in ihrer Anzahl in der Herzinsuffizienz deutlich reduziert (82): so ließ sich für 
eine 30-50%ige Reduktion im Anteil des Respirasoms I/III2/IV1 eine Verminde-
rung der oxidativen Phosphorylierung um 50% nachweisen (62). 
4.1.3 Veränderungen der Intermediärfilamente 
Das Vorhandensein von Intermediärfilamenten in der mitochondrialen Fraktion 
ist am ehesten nicht als Verunreinigung zytosolischer Bestandteile zu werten, 
sondern hypothetisch als Merkmal spezifischer Interaktion zwischen Zytoskelett 
und Mitochondrien diskutiert wird (siehe unten).  
In der vorliegenden Arbeit zeigt sich eine deutliche Erhöhung der Proteinexpres-
sion der mit den Mitochondrien assoziierten Intermediärfilamenten in der termi-
nalen Herzinsuffizienz im Gegensatz zur frühen linksventrikulären Dysfunktion 
und den Kontrolltieren. 
Fountoulakis et al. stellt in diesem Zusammenhang die Hypothese auf, dass das 
Vorhandensein von Intermediärfilamenten aufgrund nicht-spezifischer Bindun-
gen mit den Mitochondrien zu erklären ist, oder aber auch durch spezifische As-
soziation mit den Mitochondrien (88). Unklar ist der Mechanismus: die Interaktion 
könnte entweder durch direkte Interaktion der Mitochondrien mit den Intermedi-
ärfilamenten über Membranproteine der äußeren Mitochondrienmembran erfol-
gen oder indirekt über Intermediärfilamente-assoziierte Proteine (74,88). Das Zy-
toskelett ist zum einen wesentlich beteiligt an dem Transport und der Verteilung 
der Mitochondrien (89), zum anderen sorgen Intermediärfilamente für eine Ver-
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änderung der mitochondrialen Funktion durch Veränderungen der mitochondria-
len Form aufgrund Dehnung oder Stauchung mitochondrialer Membranen (89–
91). Diese Veränderungen in der mitochondrialen Verteilung und Form sind as-
soziiert mit vielfachen Erkrankungen (74): alkoholische Lebererkrankungen (92), 
kongenitale Muskeldystrophie (93), Kardiomyopathie (94) und Myelomen (95). 
Sowohl Zellstudien als auch Tiermodelle bestätigen diese Abhängigkeit der mi-
tochondrialen Funktion mit der Interaktion zwischen äußerer Mitochondrien-
membran und Zytoskelett (74,91). Brdiczka et al. vermutet zusätzlich zu den 
strukturellen Veränderungen in der Verbindung der Intermediärfilamente mit den 
Mitochondrien auch regulatorische Verknüpfungen in Form gezielter ATP-Zufuhr 
durch Poren der äußeren Mitochondrienmembran und eine Beteiligung beider 
Organellen beim Fluss der Nucleotide über die mitochondrialen Membranen (96). 
Diese Vermutung wird durch die Arbeiten von Saks et al. bekräftigt, welche pos-
tulieren, dass die Durchlässigkeit der mitochondrialen Membranen für ADP ab-
hängig ist von den Intermediärfilamenten (97). Auch eine erhöhte Aktivität der 
Carnitin-Palmoyltransferase (CPT1A) sorgt für vermehrte Interaktionen zwischen 
der äußeren Mitochondrienmembran und den Intermediärfilamenten (91) und be-
kräftigt die entscheidende Rolle der Intermediärfilamente in Bezug auf den Ener-
giestoffwechsel. Ein strukturelles Pendant finden diese mechanistischen Pro-
zesse in der erhöhten Mikrotubuli-Dichte in unmittelbarer Nähe der Mitochondrien 
(91,98).  
4.2 Veränderungen durch die Behandlung mit einem 
Vasopeptidaseinhibitor in der manifesten 
Herzinsuffizienz 
4.2.1 Veränderungen des Stoffwechsels 
Die Proteinexpression unter einer Omapatrilat-Behandlung ist signifikant erhöht 
für Proteine des Citratzyklus und der Glykolyse, auch das verbindende Enzym 
beider Stoffwechselwege, die Pyruvatdehydrogenase, ist mit ihren Untereinhei-
ten erhöht. Die Aktivität der Citratsynthase, als globaler Marker der oxidativen 
Kapazität der Mitochondrien, steigert sich von einer Aktivität von 0,62 
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IU/µmol/mg/min in der manifesten Herzinsuffizienz durch VPI-Behandlung auf 
0,95 IU/µmol/mg/min. Im Fettstoffwechsel wird unter einer Therapie mit dem VPI 
Omapatrilat eine Erhöhung der Expression sowohl im Abbau der Fettsäuren 
durch die β-Oxidation, als auch in der Synthese aktivierter Fettsäuren deutlich. 
Elektronenmikroskopisch lässt sich eine stark vermehrte Lipidakkumulation 
durch Lipidinklusionen im linksventrikulären Gewebe nachweisen, welche unter 
einer dualen RAAS-/NEP-Inhibition moderat zunehmen. Myelin-like-Strukturen 
als autophagische Inklusionen membranöser Strukturen treten unter einer The-
rapie mit Omapatrilat vermindert auf, während die parakristallinen Strukturen, als 
auskristallisierte, zu Tubuli gepackte Proteine keine Änderung durch den VPI auf-
weisen. Somit hat der Vasopeptidase-Inhibitor keinen Einfluss auf die Verhinde-
rung der Lipidakkumulation, vielmehr wird durch eine Hochregulation der Acyl-
Synthetasen der Kardiomyozyt ggf. mit dem Angebot an Fettsäuren und der Un-
fähigkeit der Utilisation überlastet, was im Endeffekt in der vermehrten Anzahl an 
Lipidinklusionen in dieser Arbeit deutlich wird. Vielmehr führt die gesteigerte 
Stoffwechsellage zu einem lipidinduzierten, programmierten Zelltod der Kardio-
myozyten, welches auch von Chiu et al. (75) und Zhou et al. (99) in Maus- bzw. 
Rattenmodellen bestätigt wurde und von dieser Arbeit auf ein Kaninchenmodell 
übertragen werden konnte. Die Verminderung der myelin-like-Strukturen spricht 
für eine Reduktion des mitochondrialen Schadens, da Studien mit dem zytotoxi-
schen Cyclophosphamid eine Zerstörung der Mitochondrien mit Bildung von 
Myelin-like-Strukturen zeigen konnten (100), als Zeichen von späten Produkten 
der autophagischen, lysosomalen Verdauung. Ein Hamstermodell der dilatativen 
Kardiomyopathie konnte zudem eine direkte Verbindung zwischen den autopha-
gischen Inklusionen, der Myelin-like-Strukturen, als Zeichen der Degeneration, 
und dem Zelltod der Kardiomyozyten nachweisen (101). Zusammengefasst 
scheint damit die Behandlung mit einem Vasopeptidase-Inhibitor zu einer Reduk-
tion autophagolytischer Prozesse zu führen. 
 
Die Citratsynthase-Aktivität erreicht in den mit dem Vasopeptidaseinhibitor be-
handelten Tieren eine nahezu vergleichbare Aktivität zu Kontrolltieren, auch 
4 Diskussion 80 
 
wenn das Signifikanzniveau nicht erreicht wurde. Daraus lässt sich schlussfol-
gern, dass sich Remodeling in der progressiven Herzinsuffizienz auch auf funkti-
oneller Ebene wiederspiegelt, ohne dass die Expression von Proteinen betroffen 
sein muss. Zudem zeigt die hier vorliegende Proteomanalyse, dass durch VPI-
Behandlung eine Erhöhung des Fettsäuremetabolismus zu verzeichnen ist, so-
wohl in der β-Oxidation der Fettsäuren als auch in der Fettsäuresynthese, diese 
Erhöhung hat aber keinen Einfluss auf die Proteine der Glykolyse, welche unter 
einer Behandlung ohne Expressionsänderung bleiben. Somit steuert der Va-
sopeptidaseinhibitor der vorbeschriebenen Downregulation der β-Oxidation 
(29,30,32,33) entgegen und es erfolgt eine Rückkehr zur normalen Substratutili-
sation, vergleichbar mit dem gesunden Herzen. Diese entgegengesetzte Expres-
sion durch die VPI-Behandlung konnte auch durch den Einsatz von LVAD (left 
ventricle assist device) in versagenden humanen Herzen von Gupte et al. (102) 
beschrieben werden, zusätzlich zum Fettstoffwechsel wird hier auch eine Steige-
rung der Citratsynthase-Aktivität durch „unloading“ des Herzens beschrieben 
(102). Auch tachykardie-induzierte herzinsuffiziente Herzen von Hunden zeigen 
nach einem Absetzen des Tachykardie-Stimulus eine Erhöhung des Fettsäu-
remetabolismus (103).  
4.2.2 Veränderungen in der mitochondrialen Atmungskette 
In der in dieser Arbeit vorliegenden Proteomanalyse zeigte sich eine signifikante 
Verminderung der Expression der NADH-Dehydrogenase, als Komplex I der mi-
tochondrialen Atmungskette durch die Behandlung in der chronischen Herzinsuf-
fizienz mit dem Vasopeptidaseinhibitor Omapatrilat. Hingegen sind die Protein-
expressionen der Komplexe II (Succinat-Dehydrogenase) und V (ATP-Synthase) 
unter Omapatrilat-Therapie deutlich erhöht. Es zeigt sich also eine differente Ex-
pression der einzelnen Komplexe der mitochondrialen Atmungskette unter einer 
Behandlung mit einer dualen RAAS-/NEP-Inhibition. Die Komplexe I und III, mit 
einer Expressionsverminderung durch die VPI-Behandlung, stellen die Haupt-
quelle für die Bildung von ROS (reaktiven Sauerstoffspezies) in den Mitochond-
rien dar. Da der oxidative Stress und die damit einhergehenden mitochondriale 
Dysfunktion als Schlüsselfaktoren für die Progression bzw. die Entwicklung einer 
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Herzinsuffizienz angesehen werden (104), scheint diese Entwicklung durch die 
VPI-Behandlung vermindert zu sein. Relevant sind die Atmungskettenkomplexe 
auch bei Kardiomyopathien: ein Defekt im Komplex II kann sowohl zu einer dila-
tativen Kardiomyopathie (105), als auch zu einer ischämischen Kardiomyopathie 
(106) führen und verdeutlicht die Wichtigkeit des mitochondrialen Energiemeta-
bolismus in der Entwicklung und Progredienz von kardialen Erkrankungen. Je-
doch ist die funktionelle Relevanz der vorliegenden Ergebnisse schwierig zu be-
urteilen, denn zu einem könnte der Auslöser die Reduzierung des oxidativen 
Stress sein, zum anderen könnte auch eine erhöhte Effizienz der ATP-Produktion 
zu dieser verbesserten kardialen Energiesituation beitragen. Um diese Hypothe-
sen abschließend beurteilen und evaluieren zu können, bedarf es weiterer Un-
tersuchungen. Zudem bestehen einige Diskrepanzen zwischen den Proteinex-
pressionen der Proteomanalyse und den funktionellen Analysen der einzelnen 
Komplexe. So ist Komplex II der mitochondrialen Atmungskette, die Succinat-
Dehydrogenase, in der Proteomanalyse signifikant um das 3fache erhöht expri-
miert, wohingegen in der funktionellen Analyse die Aktivität auf 0,058 U/Citrat-
synthase-Aktivität sinkt durch Omapatrilat-Behandlung. Ursächlich hierfür könn-
ten zum einen posttranslationale Modifikationen (Acetylierungen), welche zu ei-
ner Enzyminaktivierung führen (107), sein, zum anderen könnte auch, wie im vor-
herigen schon diskutiert, nach Rosca et al. eine falsche Assemblierung der ein-
zelnen Komplexe zu einer Funktionseinschränkung führen, wobei die einzelnen 
Komplexe nicht beeinträchtigt sind (82). 
4.2.3 Veränderungen der Intermediärfilamente 
Die mit den Mitochondrien assoziierten Intermediärfilamente zeigen in der vorlie-
genden Arbeit unter der Therapie mit Omapatrilat eine signifikante Erniedrigung 
der Proteinexpression. Auch hier kann man nicht nur von einer Verunreinigung 
der mitochondrialen Fraktion durch zytosolische Bestandteile ausgehen, viel-
mehr könnte dies die intensiven, komplexen Interaktionen zwischen den Mito-
chondrien und den Intermediärfilamenten, wie oben angeführt, vermuten lassen.  
Es handelt es sich hierbei nach Fountolakis, wie oben erwähnt, einerseits um 
unspezifische Interaktionen/ Bindungen zu Mitochondrien, andererseits auch um 
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spezifische Assoziationen mit Mitochondrien (88). Die deutliche Reduktion in der 
Proteinexpression durch kombinierte RAAS-/NEP-Inhibition führt möglicherweise 
zu einer protektiven Funktion bezüglich des kardialen Remodelings in der Herz-
insuffizienz, denn Fountolakis et al. zeigte in Desmin-defizienten Tieren, dass M-
Protein und Vinculin, beides Intermediärfilamente, um 25-50% gesteigert waren, 
welches schließlich zu Kardiomyopathie und Herzinsuffizienz führte, im Gegen-
satz zu den Kontrolltieren (88). Desweiteren ist auch die Durchlässigkeit der mi-
tochondrialen Membran abhängig von den Intermediärfilamenten (97). Hier 
müssten weitere Experimente klären, ob die Verringerung der Proteinexpression 
Auswirkungen auf die Durchlässigkeit der mitochondrialen Membran hat, even-
tuell durch ATP-Messungen, da auch die gezielte ATP-Zufuhr durch Poren der 
äußeren Mitochondrienmembran stattfindet (96). Eine erhöhte Mikrotubulidichte 
führt zu einer kontraktilen Dysfunktion im Kardiomyozyten bei der linksventriku-
lären, druckbedingten Hypertrophie (91,98) und sind laut Tsutsui et al. einer der 
Gründe für den Übergang einer kompensierten Herzhypertrophie zu einer mani-
festen Herzinsuffizienz (108). Möglicherweise kann diesem Mechanismus durch 
die kombinierte RAAS-/NEP-Inhibition über eine signifikante Reduktion der Pro-
teinexpression der Intermediärfilamente entgegen gewirkt werden. 
Eine verbesserte CPT1A-Aktivität führt zu vermehrten Interaktionen zwischen Mi-
tochondrien und Intermediärfilamenten (91), welches durch die Omapatrilat-The-
rapie erreicht werden konnte. Konträr ist die Proteinexpression mit einer signifi-
kanten Reduktion der Intermediärfilamente, sodass sich hier ein weiterer Hinweis 
darauf findet, dass nicht allein das Vorhandensein von Intermediärfilamenten re-
levant für den mitochondrialen Stoffwechsel ist, sondern die Interaktionen eine 
wichtige Rolle für die Aufrechterhaltung der kardialen Energetik spielen. 
4.3 Zusammenfassung der Ergebnisse und Ausblick 
Trotz der zentralen Rolle energetischer Prozesse in der Herzinsuffizienz sind die 
mitochondrialen Adaptationen noch immer unzureichend charakterisiert. Daher 
war es das Ziel dieser Arbeit, die mitochondrialen Veränderungen in der progres-
siven Herzinsuffizienz zu charakterisieren und den Einfluss einer RAAS-/NEP-
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Inhibition auf Proteomebene zu untersuchen. Die Untersuchungen dieser Arbeit 
konnten signifikante Expressionsveränderungen zahlreicher mitochondrialer 
Stoffwechselwege in der Herzinsuffizienz aufzeigen. 
 
Abbildung 44: Zusammenfassung der Ergebnisse 
So ergab sich eine Überexpression von Fettsäure-verstoffwechselnden und gly-
kolytischen Proteinen in der frühen linksventrikulären Dysfunktion, welche dann 
allerdings im manifesten Krankheitsbild vermindert exprimiert sind. Ultrastruktu-
rell konnte dies mit einer vermehrten Akkumulation von Lipidinklusionen korreliert 
werden. Auch im Citratzyklus und der mitochondrialen Atmungskette, dem Ge-
nerator von Energieäquivalenten, zeigte sich zunächst eine Überexpression der 
einzelnen Komplexe, welche im späteren Krankheitsverlauf eine signifikante Ab-
schwächung erfuhr. Demnach scheint der Organismus in der frühen Krankheits-
phase möglicherweise den Versuch zu unternehmen, mittels Überexpression 
zentraler energetischer Prozesse den Substratmangel zu kompensieren, was in 
der manifesten Herzinsuffizienz nicht mehr möglich zu sein scheint.  
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Die Behandlung mit einem Wirkstoff der kombinierten RAAS-/NEP-Hemmung 
führt zu einer Erhöhung der Expression mitochondrialer bzw. metabolischer En-
zyme, auch im manifesten Krankheitsstadium und führt- im Trend- zu einer Nor-
malisierung der Citratsynthase-Aktivität, als globalen Marker der oxidativen Ka-
pazität der Mitochondrien. Zudem reduziert die kombinierte RAAS-/NEP-Inhibi-
tion die Proteinexpression der mit den Mitochondrien assoziierten Intermediär-
filamente. Eine Therapie mit einem Vasopeptidase-Hemmer scheint die autopha-
golytischen Vorgänge im Kardiomyozyten zu reduzieren, ohne die interstitielle 
und intravaskuläre Autophagolyse zu beeinflussen. Somit scheint dieses phar-
makologische Target interessant für die Verhinderung des kardialen Remode-
lings in der Herzinsuffizienz zu sein, so kann es auf Proteomebene die beobach-
teten Veränderungen zentraler energetischer Prozesse in der manifesten Herz-
insuffizienz verhindern/ abschwächen und ein Niveau des kardialen Energieme-
tabolismus halten, wie es bei den Kontrolltieren zu sehen ist. 
In weiterführenden Untersuchungen müsste überprüft werden, inwiefern diese 
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